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Uma área que está em crescente desenvolvimento reside no campo da neurociência 
básica, a estimulação e gravação das células nervosas. A possibilidade da aplicação da 
microtecnologia e os avanços nas ciências de materiais têm permitido gerar dispositivos cada 
vez mais sofisticados e com maiores funcionalidades. Neste cenário surgem as matrizes 
multieletrodos (MEAs), dispositivos que atuam como interface cérebro-computador, no qual a 
rede de microeletrodos faz a comunicação mundo eletrônico – células (que geram o potencial 
de ação), têm atraído atenção. Com base nisso, este projeto tem como objetivo construir uma 
MEA de 60 canais para uso (registro e estimulação extracelular in vitro) em culturas de 
células neurais. Para tanto, inicialmente, foi produzido um conjunto de máscaras, que contêm 
os padrões utilizados na obtenção dos dispositivos através da técnica de fotolitografia. Na 
sequência, o procedimento experimental mostra as etapas de microfabricação de dois 
protótipos de teste denominados MEA1 e MEA2. Apresentamos as etapas de formação da 
intercamada, e de fotolitografia para formação dos eletrodos, trilhas, pads de contato e 
isolação, e a finalização do protótipo (colocação do anel de vidro). Assim, com o dispositivo 
concluído, foi realizada a caracterização do mesmo. Dentre os testes empregados estão: (1) 
caracterização das amostras, através de microscopia óptica e microscopia de força atômica; 
(2) Análise do nível de ruído nos eletrodos, por meio da amplitude dos potenciais elétricos 
registrados com a adição de uma solução salina padrão e verificação do valor RMS do sinal; 
(3) Teste de estimulação elétrica; e, (4) Teste dos eletrodos (Voltametria Cíclica e 
Espectroscopia de Impedância). O teste de ruído resultou em eletrodos da MEA1 com bons 
resultados, exibindo níveis compatíveis com o padrão da MultiChannel Systems. A MEA2 
apresentou resultados semelhantes aos da MEA1. Para todos os testes, as amplitudes medidas 
foram de 10-20µVp-p. Quando o teste de estimulação foi executado, aplicando sinal com 
amplitude de 0,5mVp-p que simula o sinal obtido em um eletrocardiograma convencional, os 
mesmos eletrodos que apresentaram boa resposta no teste de ruído também exibiram bons 
resultados, mostrando um sinal muito próximo ao eletrocardiograma injetado pelo gerador de 
funções, porém com amplitude menor igual a 0,33mVp-p. Com relação ao teste de Voltametria 
Cíclica, as curvas resultantes das MEAs produzidas apresentaram formas semelhantes à curva 
da MEA da MCS, mas com densidade de corrente superior, com uma ordem de grandeza de 




Carga. As MEAs 1 e 2 exibiram 0,63mC.cm-2 e 0,64mC.cm-2, enquanto a MEA comercial, 
0,05 mC.cm-2, com janela de potencial de -1V a +1V. Por fim, o teste de Espectroscopia de 
Impedância mostrou que os resultados dos eletrodos que funcionam estão muito próximos 
àqueles encontrados para a Espectroscopia de Impedância na MEA da MCS, dado que as 
MEAs 1 e 2 apresentaram impedância a 1kHz de ~41kΩ e ~142 kΩ, respectivamente. Desta 
forma, a dissertação apresenta com êxito a implementação desde o desenvolvimento da 
máscara e das etapas de processo de microlitografia até a obtenção e teste de MEAs com 
microeletrodos funcionais. 
 
























 An area that is in increasing development lies in the field of basic neuroscience, 
stimulation and recording of nerve cells. Possibility of the application of microtechnology and 
advances in material sciences have allowed to produce more sophisticated devices and with 
greater functionality. In this scenario the Multielectrode Array (MEA), which is a device that 
act as a brain-computer interface, where the microelectrodes network makes the 
communication electronic world – cells (that generate an action potential), has attracted 
attention. Based on this, this project focuses on the fabrication of 60-channel MEAs for future 
use (in vitro recording and stimulation) with cultured neuronal networks. Therefore, initially, 
it was produced a set of masks that contain the patterns used in the confection of devices by 
photolithography technique. Next experimental procedure shows the microfabrication steps of 
two test prototypes called MEA1 and MEA2. We present the steps to form the interlayer, and 
photolithography steps for electrodes, tracks, contact pads and passivation fabrication, and 
finalization of the prototype with the placement of a glass ring. Thus, with the finished device, 
characterization thereof was performed. Among the tests used are: (1) sample characterization 
by optical microscopy and atomic force microscopy; (2) Noise analysis on the electrodes by 
the amplitude of the recorded electrical potentials with the addition of saline and scan of the 
RMS value of the signal; (3) electrical stimulation test; and (4) Electrodes test (Cyclic 
voltammetry and Impedance Spectroscopy). Noise test resulted in electrodes from MEA1 
with good results, showing compatible levels with standard MultiChannel Systems (MCS). 
MEA2 showed similar results to the MEA1. For all tests, measured amplitudes were 10-
20µVp-p. When stimulation test was performed, applying signal with amplitude of 0,5mVp-p 
that simulates obtained signal in a conventional electrocardiogram, same electrodes that 
responded favorably in noise test also showed good results, showing a very close signal to the 
injected electrocardiogram by the function generator, but with lower amplitude equal to 
0,33mVp-p. Regarding the Cyclic Voltammetry test, resulting curves of produced MEAs 
showed similar forms to the curve of MEA from MCS, but with higher current density, about 
a difference of an order of magnitude, and this was confirmed with Charge Storage Capacity 
values. MEAs 1 and 2 showed 0,63 mC.cm-2 e 0,64 mC.cm-2,  while commercial MEA, 0,05 
mC.cm-2, with potential window of -1V to +1V. Finally, Impedance Spectroscopy test showed 




Spectroscopy MEA from MCS, since MEAs 1 and 2 showed impedance at 1kHz of ~41kΩ 
and ~142kΩ, respectively. Therefore, this master thesis presents successfully the 
implementation of MEAs, from the development of the mask; the microlithography processes 
steps to obtain MEAs to the performed tests with functional microelectrodes. 
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Capítulo 1 – Introdução 
 
Ocasionado pela contínua demanda nas diversas áreas (médica, farmacêutica, 
automobilística, etc), os setores de microcomponentes e microestruturas têm exigido cada vez 
maior produção nos últimos anos [1]. Uma área que está em crescente desenvolvimento reside 
no campo na neurociência básica: a estimulação e a gravação das células nervosas [2]. No 
entanto, apesar do conceito de próteses neurais voltado às aplicações clínicas e terapêuticas 
estar se aprimorando há décadas somente nos últimos anos têm obtido maior interesse, graças 
à união da microtecnologia e os avanços nas ciências de materiais, o que permite, cada vez 
mais, gerar dispositivos mais sofisticados e com maiores funcionalidades [3, 4]. 
Dentre as aplicações estão os estimuladores cardíacos [5], os quais já são muito 
utilizados e que melhoram a vida de milhões de pacientes, assim como o implante coclear [6, 
7], próteses visuais [8], neuromusculares [9] e estimulação cerebral profunda [10]. Esta 
última, por sua vez, é útil para a detecção de algumas doenças, tais como a de Parkinson, 
tremor essencial, epilepsia, dor crônica e outras [2, 11, 12]. 
Neste cenário surge a Matriz de Microeletrodos (MEA), dispositivo que atua como uma 
interface bioeletrônica [13, 14], e consiste basicamente de um conjunto de microeletrodos. 
Neste local, o meio biológico é introduzido e o volume desta solução é limitado por um anel, 
que normalmente é de vidro ou plástico (Figura 1). Com isso, estes sensores, que em uma 
MEA padrão estão distribuídos em uma matriz 6 x 10 ou 8 x 8 (com 60 eletrodos), realizam a 
comunicação entre o mundo eletrônico e as células neurais.  
As MEAs podem tanto captar potenciais elétricos de redes neurais ou de grupos de 
neurônios (em condições patológicas induzidas ou normais), como transmitir sinais elétricos 
aos mesmos e, com isso, modular seu comportamento [15, 16]. Tais operações ocorrem de 
forma não invasiva e simultaneamente em toda a área ativa do dispositivo [17] . 
O principal elemento que favorece o uso das MEAs, comparada com a técnica de 
Fixação de Membrana, baseia-se na vantagem de poder gravar sinais celulares em multilocais, 
ou seja, através de multicanais. Estes potenciais, que são captados simultaneamente, exibem 
características funcionais similares às encontradas in vivo, tais como a conectividade da rede, 
medidas de atividade e efeitos farmacológicos [18]. Além disso, a MEA não induz alterações 
significativas para as células, dado que conserva os principais receptores e mecanismos 
sinápticos e celulares que produzem os padrões de atividade [19]. 
  
 
Figura 1: MEA da MultiChannel Systems
captado do meio biológico para os 
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O objetivo principal deste trabalho é o projeto, a construção e caracterização de uma 
MEA de 60 canais para o futuro estudo da medida de potenciais celulares em culturas de 
células neurais.  
 
1.2 Motivação 
 Dentre as motivações para o desenvolvimento das MEAs, são citadas a seguir as 
principais. Um delas é a capacidade de proporcionar a gravação da atividade eletrofisiológica 
de células excitáveis por um longo período de tempo (até semanas), que é muito maior que o 
permitido por outros métodos, como eletrodos unitários e o método de Fixação de Membrana 
[26]. Isto se deve ao fato da MEA oferecer um ambiente controlado onde tais células se 
aderem por meio de moléculas de adesão [27], enquanto Fixação de Membrana somente é 
utilizado para registros instantâneos, pois, em grande parte dos experimentos, há destruição 
das células pela remoção de parte da membrana plasmática. 
 Através disso, é possível conhecer as interações entre as células em diferentes 
posições no mesmo tecido de forma não invasiva. Dado que o posicionamento do 
microeletrodo é um fator limitante para realizar uma boa medida eletrofisiológica, a MEA, ao 
possuir uma rede de sensores permite que o registro seja efetuado em diversos pontos 
distintos de uma cultura, o que não acontece em outras técnicas convencionais. Nelas, os 
neurônios são examinados individualmente e isto faz com que a medida seja lenta e difícil. A 
MEA, portanto, auxilia na monitoração das dinâmicas espacial e temporal da atividade 
elétrica in vitro. 
 O uso da MEA possibilita a redução do tempo de registro em um experimento, além 
de permitir que as propriedades de diferentes locais possam ser comparadas ao mesmo tempo, 
uma vez que a MEA registra e/ou estimula simultaneamente em diversos locais através da 
rede de microeletrodos [28].  
Além disso, a MEA pode ser aplicada em tecidos que contenham células excitáveis ou 
eletrogênicas. Ela também se apresenta como um dispositivo ideal para a utilização em 
procedimentos in vitro para examinar os efeitos de drogas e de toxinas, induzindo condições 
fisiopatológicas que simulam danos in vivo [28, 29]. 
Finalmente, uma aplicação prática da MEA, para longo prazo, é sua utilização em um 
neuroimplante, (dispositivos protéticos que controlam e/ou substituem as funções de um 




1.3 Estrutura da tese 
Esta tese apresenta o projeto, confecção e testes de Matrizes de Microeletrodos de 60 
canais. Com isso, a dissertação está organizada da seguinte forma: 
 
 Capítulo 1 (Introdução): São fornecidas algumas informações acerca do projeto, incluindo 
os objetivos e a motivação. 
 Capítulo 2 (Métodos de medição): Apresenta as técnicas clássicas e os procedimentos 
mais recentes para mensurar a atividade elétrica em um neurônio e/ou um grupo de 
neurônio. 
 Capítulo 3 (Conceitos de neurofisiologia): Trata de fundamentos de neurofisiologia 
envolvidos, assim como a interface neurônio versus Matriz de Microeletrodos, detecção 
do potencial de ação e as formas de excitação extracelular. 
 Capítulo 4 (Procedimento experimental): Expõe, de forma detalhada, o design e as etapas 
de fabricação do dispositivo. 
 Capítulo 5 (Resultados e discussão): São apresentados os resultados e discussões dos 
métodos de caracterização das Matrizes de Microeletrodos produzidas. Para tanto, foram 
divididas em duas classes: a primeira, caracterização das amostras, através de microscopia 
óptica e de força atômica, enquanto a segunda contempla a análise do nível de ruído nos 
eletrodos (pela gravação de potenciais elétricos com a adição de uma solução salina 
padrão), teste de estimulação elétrica, e a caracterização eletroquímica (Voltametria 
Cíclica e Espectroscopia de Impedância). 
 Capítulo 6 (Conclusões e perspectivas): Exibe as conclusões dos resultados obtidos, assim 















Capítulo 2 – Métodos de medição 
 
Neste item, serão introduzidas as principais técnicas empregadas para mensurar a 
atividade elétrica em um único neurônio ou em um grupo deles. Dentre elas estão a 
instrumentação clássica (Fixação de Tensão e Fixação de Membrana), e a técnica mais recente 
(MEA, objeto de estudo deste projeto). 
 
2.1 Instrumentação clássica 
Um dos métodos mais convencionais para estudar os aspectos funcionais de canais 
iônicos é a Fixação de Tensão (voltage clamp), cujo desenvolvimento foi iniciado por 
Kenneth Cole, em 1949, e utilizado por Alan Hodgkin e Andrew Huxley, na década de 50, em 
um conjunto de experimentos, que visavam mostrar os mecanismos do potencial de ação (PA) 
[33, 34]. 
A técnica apresenta este nome, pois o experimentador, por meio de um circuito 
eletrônico com retroalimentação negativa, consegue manter fixo o potencial de membrana. 
Apesar de continuar admitindo a abertura e fechamento dos canais iônicos voltagem-
dependentes em função das alterações do potencial de membrana, esta técnica evita a 
modificação deste potencial a partir de alterações resultantes da corrente na mesma. Dessa 
forma, possibilita medir as alterações da condutância promovidas por espécies iônicas 
individuais em função do potencial de membrana [35]. 
O sistema de medição (Figura 2) é composto por: (1) um microeletrodo, que mede o 
potencial de membrana da célula (Vm) e o compara com a tensão desejada; (2) um 
amplificador, que, ao detectar qualquer variação dada pela abertura dos canais iônicos 
controlados por ligantes ou tensão-dependentes, rapidamente injeta corrente, juntamente com 
um (3) segundo eletrodo (que conserva a tensão de membrana no nível inicialmente 
estabelecido). No fim, há o (4) medidor desta corrente, que, ao ter a mesma magnitude e sinal 
oposto à corrente de membrana, propicia um registro preciso do sinal [34, 35]. 
 No entanto, a versão mais usual deste método é a técnica de Fixação de Membrana (ou 
patch-clamp), já que a Fixação de Tensão tradicional, embora bastante executada, tem sua 
aplicação restrita a células com dimensões que suportem a introdução de dois eletrodos, sendo 
basicamente empregado apenas em neurônio de lula (diâmetro do axônio típico é de 0,5mm, 






Figura 2: Técnica de Fixação de Tensão. Com a fixação de Vm, são inseridos dois microeletrodos (o verde para 
monitorar o potencial de membrana e o amarelo para injetar corrente por ela) [36]. 
 
Além disso, pode ser aplicado a todo tipo de célula, com alta resolução para medir 
pequenas correntes que atravessam por um único canal iônico [37]. Criada por Erwin Neher e 
Bert Sakmann em 1967, trata-se de um caso especial de Fixação de Tensão, usando apenas 
um eletrodo intracelular (Figura 3) [38]. 
 Basicamente, a técnica consiste em fazer gravações de correntes que fluem através de 
uma minúscula área da membrana celular. O procedimento consiste em pressionar uma pipeta 
de vidro, com uma pequena abertura sobre uma pequena área da membrana. Esta pipeta é 
preenchida com uma solução semelhante à contida em uma célula, cuja resistência varia entre 
4 e 6 MΩ. Com a sucção, a micropipeta, ao gerar uma região de selo de alta resistência e 
estabilidade mecânica, impossibilita o fluxo de qualquer íon na interface e, assim, quando o 
canal abre todos os íons passam para a pipeta que, por sua vez, está conectada a um 







Figura 3: Patch-clamp. O sistema é composto pela célula (objeto de estudo), Vc (nível de tensão mantido na 
membrana), Vs (tensão de saída), uma micropipeta e amplificação. Considerando que o potencial nos pontos 1 e 
2 é conservado em um mesmo valor, quando aparece uma diferença há o aparecimento de uma corrente pela 
membrana e, assim, o ponto 4 age de forma a tornar o pontencial nos pontos 1 e 2 diferente. Consequentemente, 
uma corrente correspondente à corrente de membrana é injetada pelo amplificador no ponto 3 (para tentar manter 
o equilíbrio) e, quando esta atravessa Rf (resistência de feedback), produz-se a tensão de saída [41]. 
 
Todavia, ainda que os métodos convencionais sejam amplamente utilizados para 
registrar ou estimular células, eles permitem apenas medir sinais neuronais de um pequeno 
grupo de células, além de ser um procedimento invasivo. 
 
2.2 Instrumentação recente 
Dado que os métodos convencionais, como Fixação de Tensão ou de Membrana, apenas 
podem captar sinais neuronais de poucas células e de forma invasiva, surgiu a necessidade de 
desenvolver uma nova tecnologia: Matrizes de Multieletrodos, ou MEAs. Este dispositivo, 
objeto de estudo de diversos laboratórios de neuroengenharia, apresenta como grande 
vantagem a possibilidade de gravar a atividade eletrofisiológica de forma extracelular 
simultaneamente de centenas de eletrodos não invasivos e por um longo período de tempo. 
Além disso, considerando também o sistema externo de medição, constitui uma técnica muito 
mais barata, mais rápida e exige um período de treinamento do utilizador muito menor, se 
comparada com os procedimentos tradicionais [16, 27, 41–43]. 
Diretamente sobre a superfície da MEA são empregadas fatias de tecidos ou culturas 
celulares dissociadas, e os sinais captados passam por amplificação para só então serem 
enviados ao computador para aquisição e processamento dos dados coletados [44]. 
Ainda que os sinais registrados pelas MEAs apresentem formas de onda diferentes das 




identificar facilmente os spikes (picos de atividade elétrica de neurônios individuais ou grupos 
de neurônios), fornecendo uma resolução espaço-temporal suficiente para o estudo da 
dinâmica celular [34]. Consequentemente, este dispositivo aparece como um sistema in vitro 
ideal para análise de efeitos crônicos de diversas drogas, para a identificação de compostos 
tóxicos desconhecidos1, e para a realização de estudos funcionais sob condições fisiológicas 
que simulam danos in vivo [17, 44, 45]. 
 
2.2.1 A tecnologia MEA 
A MEA, uma ferramenta disponível tanto para aplicações farmacológicas [46] quanto 
para medições eletrofisiológicas [47], era, inicialmente, um arranjo bidimensional projetado 
somente para estimulação extracelular e monitoração da atividade elétrica tanto de células 
eletrogênicas (como neurônios do sistema nervoso central e periférico, células musculares e 
tecidos cardíacos de humanos e de animais), quanto de fatias de tecidos, e culturas [17, 47]. 
No entanto, atualmente, tem sido amplamente empregada em neurociência também para 




Figura 4: (a) Foto da MEA produzida; (b) Diagrama da MEA e suas partes: substrato, microeletrodos (captação 
de sinais e estimulação), isolação e anel (delimitação da área onde fica o material biológico) (adaptado de [52, 
53]). 
Sua maior vantagem é o registro de potenciais celulares de modo não invasivo e em 
vários locais por períodos de tempo de até várias semanas, além de ser também possível 
injetar sinais através da aplicação de potenciais pelos eletrodos [16, 45, 51, 54]. 
                                                          
1Informações acerca da especificidade de uma droga podem ser adquiridas através do registro da atividade 
elétrica em diversos pontos em um tecido, cuja resposta produz um mapa espacial dos efeitos da mesma em 
diferentes pontos [17]. 
Eletrodo Passivação 
Anel de 







Desta forma, como o uso das MEAs está previsto para estar em contato com um meio 
bastante corrosivo (corpo humano), a escolha dos materiais que a compõem é de grande 
importância. De um modo geral, as MEAs devem exibir [52, 55]: 
 
 Biocompatibilidade, ou seja, não devem exibir qualquer efeito tóxico ou causar resposta 
imune (in vivo) sobre a cultura de células ou tecido, já que estarão em contato direto com 
o mesmo, além de terem de apresentar boa aderência ao material biológico, com pequeno 
consumo de energia para evitar produzir danos ao tecido biológico; 
 Boas características elétricas, já que as propriedades dos eletrodos e pads de contato 
influenciarão na capacidade da MEA medir pequenas amplitudes de sinal com boa relação 
sinal-ruído (que deve ser 5: 1 ou maior); 
 Eletrodos com capacidade de injeção de carga segura; 
 Baixo custo. Uma vez que um chip padrão MEA tem cerca de 5cm X 5cm, apenas um 
dispositivo é produzido por substrato e, assim, visando minimizar os custos finais de 
fabricação, deve-se procurar materiais mais baratos. 
 
O biochip MEA comercial padrão é composto de uma rede de 8 X 8 ou 6 X 10 eletrodos 
de vários materiais (como nitreto de titânio, ouro, óxido de índio estanho), com espaçamento 
variando de 50 até 500µm, uma camada de passivação, e um anel de vidro (câmara de cultura 
de 1,5mL), sobre um substrato, que normalmente é de vidro com dimensão de 5cm X 5cm 
[20, 51, 54, 56]. 
Por ser composto por diversos materiais, com coeficientes de expansão térmica 
distintos, é bastante sensível à temperatura e, portanto, evita-se o trabalho com temperaturas 
acima de 80ºC e esterilização em autoclaves. Caso seja necessária alta temperatura é 
recomendando então aquecer lentamente, de forma a prevenir ruptura de contato [57]. 
Como visto, a primeira camada, o substrato, tem a função de ser a base para todo o 
dispositivo, comportando os microeletrodos e a camada de isolação. Apesar de existir uma 
vasta gama de materiais disponíveis para uso como substrato, para a MEA, é imprescindível 
que este seja transparente, de tal forma que seja possível observar as culturas em um 
microscópio óptico. Com isso, embora alguns trabalhos tenham empregado silício [58] e 
polímeros [58, 59], atualmente, a maioria das MEAs comerciais é de vidro [60, 61]. 
Ao contrário do silício, um semicondutor, o vidro não precisa ser isolado dos eletrodos, 




foram relatadas por [62–64]: a transparência, boas características químicas e elétricas de 
isolação (como excelente resistência química e térmica, inércia química e isolamento 
elétrico). 
Apesar disso, é interessante adicionar uma camada intermediária, denominada neste 
trabalho de intercamada, que visa evitar que contaminantes advindos do substrato formem um 
anteparo para os processos vindouros e danifiquem o dispositivo, e melhorar a adesão do 
metal (etapa seguinte) ao substrato. Dentre os materiais utilizados estão incluídos o dióxido de 
silício (SiO2), nitreto de silício (Si3N4) e silício amorfo (α-Si). Normalmente as espessuras 
utilizadas para a intercamada isolante são padrão de 100 nm [2]. Quando o substrato é de 
silício, a intercamada de SiO2 é necessária, pois garante as propriedades isolantes e torna a 
superfície do silício, que é um semicondutor, quimicamente homogênea e inerte [65, 66]. 
Já a segunda camada, segundo a Figura 4, são os eletrodos. A escolha do material do 
eletrodo deve considerar a biocompatibilidade, funcionamento em longo prazo e que este 
possua uma baixa impedância, não excedendo 500 kΩ a 1 kHz. Isso permite que haja menor 
ruído térmico e que seja possível detectar pequenos sinais extracelulares (que variam de 10 a 
100µV), assim como permite a passagem de corrente de estimulação suficiente sem exceder a 
tensão de ruptura eletroquímica da água e outros componentes do meio (em geral próxima a 
1V). Além disso, aconselha-se produzir eletrodos com dimensão próxima ao tamanho das 
células às quais se deseja testar, pois, para que seja possível obter um bom sinal, uma parte 
significativa do corpo celular do neurônio necessita estar conectado à superfície do eletrodo, 
já que os axônios individualmente não conseguem cobrir esta região [25]. Sua dimensão varia 
de 10 a 100µm de diâmetro [20]. Finalmente, deve-se levar em consideração que conforme 
menor a dimensão do sensor, maior é a sua impedância, e isto pode tornar a gravação e a 
estimulação ineficazes [34, 44, 67]. 
Neste contexto, o material mais usado é a platina (Pt), com limites encontrados de 
injeção de carga de até 400 µC/cm2, sendo normalmente empregado em grandes eletrodos 
como em implantes intracorticais, devido a sua relativa baixa capacidade de injeção de carga. 
Visando aumentar esta capacidade, diversos estudos propuseram modificações do filme, como 
galvanização de platina negra ou cinza [68, 69]. Outros materiais atualmente bastante usados 
são o diamante nanocristalino, nitreto de titânio (TiN), ouro (Au), ligas platina-irídio, tântalo, 
filmes de óxido de irídio ativado (AIROF), poli(etilenodioxitiofeno) (PEDOT), Polímero 
Eletricamente Condutor (PEC) e nanotubos de carbono [69]. Alguns trabalhos relatam uso de 




O PEC (derivados de carbono) exibe boa condutividade eletrônica e iônica, e surge 
como um interessante material para eletrodos para aplicações com tecidos nervosos. Ele 
apresenta boa biocompatibilidade e geralmente é depositado sobre um metal para melhorar as 
propriedades de injeção de carga e de corrosão. 
Já o PEDOT, que exibe condutividade iônica e eletrônica, permite a captação de sinais a 
baixa impedância e injeção de carga. Quando depositado sobre eletrodos de platina, o limite 
de injeção de carga foi de 250µC cm-2. 
Outro polímero intrinsecamente condutor é o nanotubo de carbono. Além de ser leve, 
estável química e termicamente (em contato com o mundo biológico) e bom condutor 
(próximo de um metal), é quimicamente modificável para aumentar a biocompatibilidade ou 
fornecer outras propriedades funcionais [73]. 
Diversos grupos têm estudado sua citotoxidade com células neuronais [74–76]. Foram 
encontradas evidências concretas de toxicidade tanto in vivo quanto in vitro, a qual foi 
causada pela presença de catalisadores baseados em metais de transição, porém, com a sua 
funcionalização química, os eletrodos de nanotubo de carbono não apresentaram nenhuma 
incompatibilidade biológica. Embora o estudo de Sick et. al. [77] tenha evidenciado pouca 
vantagem em comparação com o aço inoxidável, Haubold [78] observou uma excelente 
biocompatibilidade deste material funcionalizado em termos hematológicos.  
Outra vantagem é que houve baixa proliferação da glia (o que promove menor 
concorrência por nutrientes e espaço com os neurônios em uma cultura) e não ocorreram 
efeitos de bloqueio de canais iônicos quando o teste foi realizado com eletrodos com 
diâmetros menores que 60 nm [73]. Além disso, se mostrou um material bioestável com 
melhor atividade neural e crescimento neuronal. Trata-se de um ótimo condutor e é capaz de 
estimular eletricamente uma cultura de forma efetiva por longos períodos. Dessa forma, os 
resultados obtidos se mostraram razoavelmente promissores à aplicações biomédicas, embora 
devam ser tomados cuidados na manipulação. 
Uma limitação reside na fabricação do nanotubo de carbono. Geralmente, este é 
crescido sobre condutores metálicos por meio de processo de Deposição Química em Fase 
Vapor (Chemical Vapor Deposition, CVD), o qual requer altas temperaturas (cerca de 650ºC). 
Devido a isto, houve sucesso apenas em substratos rígidos, tais como silício e vidro, pois 
conseguem suportar o aquecimento necessário [67]. 
Outra possibilidade de material para os eletrodos é o nitreto de titânio, um composto 




deseja monitorar a atividade biológica com nível de ruído muito baixo e de longo prazo [79]. 
Além disso, diversos estudos [79–83] mostraram que o TiN possui as características 
necessárias para compor MEAs, como alto grau de dureza (maior que a platina negra), 
resistência ao desgaste e corrosão, grande capacidade de injeção de carga, biocompatibilidade, 
entre outras. Dentro deste contexto, o nitreto de titânio poroso é muito usado em eletrodos 
intracorticais, MEAs de retina e estimulação cardíaca, além de ser adequado para uso com 
substratos flexíveis [69]. Este condutor pode ser obtido de forma altamente porosa através do 
Sputtering [84]. 
Já a terceira parte é a isolação, uma etapa crucial no desenvolvimento da MEA, devendo 
ter uma baixa constante dielétrica ou grande espessura, para que não haja capacitâncias 
parasitárias ou qualquer outro indício de condutividade entre os eletrodos e o meio de cultura 
(solução salina condutora) [63]. Dentre os materiais mais amplamente utilizados, estão o 
nitreto de silício, dióxido de silício e o SU-8 [2]. 
Conforme Shew et. al. [53], o nitreto de silício e o dióxido de silício (comumente 
utilizados de forma combinada) são definidos por fotolitografia e corrosão, com espessura 
menor que 1µm. Neste caso, este valor não pode ser muito pequeno, pois é incapaz de reduzir 
as capacitâncias parasitas, dado que o valor da capacitância é inversamente proporcional à 
espessura do dielétrico (veja Equação 6). 
Outra forma de passivação é através de polímeros, como SU-8. Sua principal vantagem 
é que pode ser depositado em espessuras com até vários micrômetros. Outras características 
que o tornam atraente nesta aplicação é a sua transparência, biocompatibilidade (dependendo 
do solvente) e facilidade de padronizar por fotolitografia [63]. 
O último componente do dispositivo MEA, o anel, cujo papel é restringir a região onde 
serão colocados os materiais biológicos, normalmente é feito de plástico ou vidro e selado 
com epóxi, garantindo que as amostras não ultrapassem o limite do dispositivo. Além disso, 
os pinos de contato são geralmente de titânio, ouro, liga titânio-ouro (TiAu), TiN e óxido de 
índio-estanho (ITO) [20].  
 
2.2.2 Histórico 
O primeiro estudo da MEA foi feito por Thomas-Jr. em 1972 [85], o qual descreveu 
uma matriz de multieletrodos planos de ouro com platina negra (que é porosa e por isso 
possui maior área de contato, reduzindo a impedância com o meio de cultura e o ruído na 
medição) sobre substrato de vidro e passivados por fotorresiste, para registro de potenciais da 






Figura 5: Diagrama esquemático da MEA desenvolvida por [85]. 
 
Neste caso, as primeiras tentativas de registro não foram bem sucedidas. Foram 
realizados testes com neurônios do gânglio da raiz dorsal (DRG) de pintinhos e os problemas 
visualizados foram atribuídos à presença de uma camada glial sobre a qual os neurônios 
estavam. Esta camada glial isolou os eletrodos, pois, apesar de fornecer suporte mecânico e 
nutrição aos neurônios, dificulta a propagação do sinal elétrico, atuando como um isolante  
[52, 87]. 
Somente em 1980 foram relatadas as primeiras gravações com sucesso, dando início a 
diversos trabalhos [86, 88]. Pine e seus colaboradores, em 1980, foram o primeiro grupo a 
captar o sinal elétrico de um único neurônio dissociado. A Matriz de Multieletrodos 
empregada continha 16 eletrodos de ouro (área de 10 µm² e 250 µm de espaçamento), 
platinizados, e isolados com dióxido de silício. Durante os experimentos, utilizaram neurônios 
do gânglio cervical superior de ratos (20 µm de diâmetro) em cultura de uma a três semanas, 
formando grandes redes de conexão. Os sinais gerados foram de em média 50 µV, com razão 
sinal/ruído de 5 a 15:1, sendo semelhantes aos observados in vivo, porém com menor 
amplitude (já que a resistividade do cérebro é menor que a do ambiente de cultura na MEA) 
[89]. 
Em 1981, Jobling e seus colaboradores foram os pioneiros em construir uma Matriz de 
Multieletrodos em que os 9 eletrodos eram as portas de transistores FET (Field Effect 
Transistor, ou Transistor de Efeito de Campo) num chip de silício. Enquanto estimulavam 
fatias hipocampais através de um eletrodo convencional, comprovaram a eficiência do 
dispositivo construído para estas culturas através dos transistores. Tais dispositivos, ao 
permitirem o controle da corrente entre o dreno e a fonte pela tensão aplicada na porta, tornou 
o sinal registrado pela MEA muito mais intenso, com consequente melhoria da relação sinal – 




No ano seguinte, em 1982, Gross, ao registrar culturas dissociadas da medula espinhal, 
obteve bons sinais da atividade espontânea, a qual mostrou ser muito dependente da 
temperatura abaixo de 30ºC, apresentando um rápido decaimento até um valor pequeno à 
temperatura ambiente [91]. 
Wheeler e Novak, em 1986, produziram MEAs passivas de 32 eletrodos (ou seja, sem 
transistores, com eletrodos com 20 µm de diâmetro e 200 µm de espaçamento), com 
passivação por poliimida e platinização, adaptadas para investigar a atividade de fatia do 
hipocampo por meio de análises da densidade da fonte de corrente de potenciais de campo. 
Além disso, foi a primeira vez em que se relatou o uso da MEA para estudos farmacológicos 
[30]. 
Na sequência, Regehr e seus colaboradores, em 1989, estudaram diversos neurônios de 
invertebrados por meio da MEA de 61 eletrodos (padrão hexagonal, espaçados em 70 µm) 
produzida por Gilbert e Pine (Figura 6). A matriz continha um substrato fino de vidro (que 
facilita a observação das células com alta amplificação em um microscópio invertido), trilhas 
de ITO (transparente), e pads de contato (que se conectam com placas de circuito impresso). 
Sem surpresas, conseguiram facilmente gravar a atividade de grandes neurônios com grandes 
sinais. Alguns neurônios estavam sobre os eletrodos e poderiam selá-lo, enquanto outros 
estavam com seu corpo celular próximo. Com isso, afirmaram que, (a) na primeira situação, 
tais células podem selar suficientemente um eletrodo de forma que o acoplamento capacitivo 
gere uma réplica do potencial de ação intracelular, e (b) na segunda, ou seja, se o eletrodo está 
adjacente ao neurônio ou cria um selo fraco, a gravação gera a corrente interna durante o 






Figura 6: MEA fabricada pelo laboratório PINE. (a) Disposição dos eletrodos e estrutura; (b) Dispositivo 
completo (adaptado de [89]). 
 
Neste mesmo ano de 1989, Meister e seus colaboradores utilizaram também uma MEA 
do laboratório Pine para compreender a atividade de uma retina de salamandra explantada. 
Segundo eles, a camada de células ganglionares estava conectada com a matriz e os 
fotorreceptores foram iluminados por padrões luminosos de uma tela CRT (Tubos de Raios 
Catódicos). Como resultado, visualizaram sinais extracelulares muito limpos, o que 
consideraram consequência da relativa baixa condutividade do tecido. Além disso, relataram 
que a retina se manteve saudável e respondeu por várias horas. 
Já em 1991, Fromherz e seus colaboradores pesquisaram o uso de FET no registro de 
potenciais de ação de células grandes de Aplysia Retzius (diâmetro de 50µm). A porta (de 6 a 
10 µm) foi completamente coberta pela célula. Conseguiram visualizar uma ampla faixa de 
sinais, o que julgaram ser consequência das variações do contato porta – célula, fato que 
iniciou a pesquisa no laboratório Fromherz para compreender a interface FET-neurônio. 
Kawana e seus colaboradores, em 1992, demonstraram que é plausível induzir 
potencialização ou depressão de longo prazo em culturas corticais dissociadas de ratos. Este 
resultado foi possível após a aplicação de estimulação tetânica, ou seja, por meio de uma 
rápida sequência de estímulos fortes. Após isso, no ano de 1994, Gross et. al. [92] foram os 
pioneiros na análise dos padrões da atividade elétrica em culturas neuronais da medula 
espinhal de ratos, enquanto Welsh e seus colaboradores, em 1995, realizaram experimentos 
com as MEAs do laboratório Pine, gravando a atividade espontânea de redes neurais 
(neurônios supraquiasmáticos) por dias, cuja resposta surpreendeu a todos: a rede não estava 









Thiébaud e seus colaboradores, em 1997, visando aperfeiçoar a gravação de fatias 
produziram substratos de silício perfurados que suportavam a matriz de eletrodos 
tridimensionais (melhor contato com as células). Além disso, um reservatório de meio de 
cultura foi ligado pelo substrato à célula (Figura 7). Os eletrodos tinham 45 µm de altura, com 
revestimento de ouro. 
 
 
Figura 7: Esquema da MEA de Thiébaud (adaptado de [89]). 
 
A gravação e a estimulação por meio deste dispositivo foram mais simples do que em 
matrizes planas, embora, devido ao crescimento da glia (essencial para a sobrevivência dos 
neurônios), os mesmos poderiam ter sido atingidos por elas, sendo usados como caminho de 
fuga. Segundo os autores, os neurônios se mostraram atraídos pelas células da glia. 
A Tabela 1 resume as MEAs discutidas acima, relacionando os materiais e dimensões 






















Tabela 1: Resumo do histórico do desenvolvimento de MEAs 
MEAs 
fabricadas 









Eletrodos planos de ouro 
com platina negra (duas 
colunas de 15 eletrodos) 
sobre substrato de vidro 





Eletrodos de 7µm², 
com espaçamento de 
100µm 
Registros de potenciais da 
atividade espontânea de 
culturas de cardiomiócitos de 
galinha e neurônios de DRG 
não foram bem sucedidos, e 
os problemas foram 
atribuídos à presença de uma 















16 eletrodos de ouro, 
platinizados, e isolados 




Eletrodos com área 
de 10 µm² e 250µm 
de espaçamento 
Primeiro grupo a captar o 
sinal elétrico de um único 
neurônio dissociado. Os 
sinais gerados foram de em 
média 50µV, com razão 
sinal– ruído de 5 a 15:1, 
sendo semelhantes aos 
observados in vivo, porém 











MEAs com 9 eletrodos, 
que funcionam como 
portas de transistores 
FET, e passivação por 
óxido de silício e 
fotorresiste, sobre 
substrato de silício 
Microeletrodos 
retangulares de 
20µm x 20 µm e 
substrato de 0,25mm 
de espessura e 3mm 
de largura 
Comparado com eletrodo 
convencional, em testes com 
fatias hipocampais, a MEA 
projetada tornou o sinal 
registrado muito mais intenso, 
com consequente melhoria da 














MEA com eletrodos de 
ouro para registro de 
neurônios da medula 





pontas e 12µm de 
diâmetro 
Boa captação da atividade 
espontânea de culturas 
dissociadas, a qual mostrou 
ser muito dependente da 
temperatura abaixo de 30ºC. 
Amplitudes de pico máximas 
foram 360 µV com relação 
sinal – ruído de 8:1 e 
impedância de eletrodo de 4 – 
























MEAs de 32 eletrodos 
com passivação por 
poliimida e platinização, 
adaptadas para investigar 
a atividade de fatia do 
hipocampo por meio de 
análises da densidade da 
fonte de corrente de 
potenciais de campo 
 
Os eletrodos 
distribuídos em uma 
matriz de 8 X 4, 
com 20 µm de 





Primeira vez em que se 


















MEA com eletrodos de 
platina negra, sobre 
substrato fino de vidro, 
com trilhas de ITO, 
isolação de poliimida e 
pads de contato, que se 
conectam com placas de 
circuito impresso, 







distribuídos em um 
padrão hexagonal e 
espaçados de 70 µm 
Registro da atividade de 
grandes neurônios com 
grandes sinais. Alguns 
neurônios estavam sobre os 
eletrodos e poderiam selá-lo 
(acoplamento capacitivo gera 
uma réplica do potencial de 
ação intracelular), enquanto 
outros estavam com seu corpo 
celular próximo, gerando uma 
corrente interna durante o 















Testaram também a 
MEA do laboratório Pine 
para compreender a 





distribuídos em um 
padrão hexagonal e 
espaçados de 70 µm 
Visualizaram sinais 
extracelulares muito limpos, o 
que consideraram 
consequência da relativa 
baixa condutividade do 
tecido. A retina se manteve 












Uso de FET no registro 
de potenciais de ação de 
células grandes de 
Aplysia Retzius 
(diâmetro de 50µm) 
 
A porta isolada do 
FET, de 6 a 10µm, 
foi completamente 
coberta pela célula 
Observaram uma ampla faixa 
de sinais, o que julgaram ser 
consequência das variações 
do contato porta-célula, fato 
que iniciou a pesquisa no 





























Demonstraram que é 
plausível induzir 
potencialização ou depressão 
de longo prazo em culturas 
corticais dissociadas de ratos, 














Pioneiro na análise dos 
padrões da atividade elétrica 
em culturas neuronais da 









com as MEAs do 
laboratório Pine, 
gravaram a atividade 






distribuídos em um 
padrão hexagonal e 
espaçados de 70 µm 
 
Surpreendentemente, a rede 
não estava sincronizada, 
apresentando, cada neurônio, 
uma oscilação independente 















Produziram substratos de 
silício perfurados que 
suportavam a matriz de 
eletrodos 
tridimensionais, para 
melhorar o contato com 
as células, além de 
conectar um reservatório 
de meio de cultura pelo 
substrato à célula 
 
Eletrodos 3D de 
platina com 45µm 
de altura, 
distribuídos em uma 
matriz de 4 x 4, 
espaçados  de 
100µm, com 
revestimento de 





A gravação e a estimulação 
por meio deste dispositivo 
foram mais simples do que 
em matrizes planas, embora, 
embora os neurônios tenham 
se mostrado atraídos pelas 









Grande parte dos grupos de pesquisa citados anteriormente continua o trabalho com 
MEAs até hoje. Assim como o grupo de Potter, Jimbo e seus colaboradores [93] analisaram a 




causar uma série de spikes, mesmo quando há apenas um neurônio. Tal atividade captada 
permaneceu por mais de 100 ms. 
Já no ano de 2001, Shahaf e Maron [94] buscaram compreender a aprendizagem em 
culturas corticais densas. Inicialmente, a dificuldade foi injetar uma estimulação através de 
um eletrodo e identificar um neurônio que respondeu com uma probabilidade pequena após 
um intervalo de tempo. Após isso, tais pesquisadores continuaram aplicando a estimulação, e 
somente pausaram quando duas a dez respostas surgiram. A estimulação, na sequência, foi 
então reiniciada e novamente interrompida quando uma resposta desejada de dois ou mais de 
dez estímulos sucessivos apareceu. A Figura 8 mostra a aprendizagem obtida neste 




Figura 8: Sinal registrado em uma cultura cortical após treinamento. À esquerda, encontra-se o registro em um 
eletrodo após aplicação de estimulação (em 40 ms) em outro eletrodo. Após este estímulo, no período de 40 – 60 
ms (região demarcada), uma aprendizagem fraca foi obtida. À direita, no entanto, o sinal se modifica. Para um 
mesmo espaço de tempo após o treinamento, verifica-se uma resposta de aprendizagem [42]. 
 
 O grupo de Fromherz projetou uma estrutura que fica em torno de cada eletrodo para 
garantir que um grande neurônio permaneça no local, e isto permitiu o estudo de pequenas 
redes conectadas [95]. Produziram também uma linha de 96 eletrodos–FET, com 20µm de 




 Meister e seus colaboradores continuaram com seus trabalhos com processamento de 
sinal de retina. Os testes mostraram que conjuntos de até sete gânglios disparam 
sincronamente e que estes grupos são responsáveis por mais de metade de todos os spikes 
captados [30]. 
 O laboratório de Pine, visando a fabricação de neurochips, utiliza uma nova forma de 
fabricação, na qual gaiolas (de parileno, com 8 µm de altura) são formadas sobre substratos 
planares de silício. Os primeiros testes exibiram crescimento neuronal normal, sendo aplicado 
para desenvolvimento da rede para células em uma matriz 4 X 4 de gaiolas [30]. 
Nos últimos anos, ocasionado pela contínua demanda das diversas áreas (médica, 
farmacêutica, automobilística, etc.), os setores de microcomponentes e microestruturas têm 
exigido cada vez maior desenvolvimento. 
Uma tendência mundial, impulsionada pela melhoria e constante evolução das técnicas 
e materiais de microfabricação, é sua aplicação na indústria médica. Neste cenário, algumas 
empresas têm desenvolvido sistemas comerciais para medição eletrofisiológica, através das 
MEAs. Dentre elas, hoje em dia, destacam-se as seguintes companhias: (1) Panasonic (Osaka, 
Japão, [97]), MultiChannel Systems (Reutlingen, Alemanha, [20]) e Plexon (Dallas, EUA, 
[98]), produzindo sistemas de aquisição completos; e (2) Ayanda Biosystems (Lausane, Suíca, 
[99]), que trabalham somente com a fabricação dos dispositivos de microeletrodos. 
A princípio, na década de 1970, as MEAs eram compostas por eletrodos de ouro 
platinizado, uma vez que o primeiro material exibe uma elevada impedância. Apesar da 
melhoria na relação sinal-ruído, a camada de platina de tais eletrodos se degrada com o 
tempo, os deixando instáveis. Com isso, visando a reutilização do dispositivo, Rai-Choudhury 
[52] recomenda que a solução a este impasse ou é sua “replatinização” ou o desenvolvimento 
de uma nova MEA com eletrodos de baixa impedância e estáveis a  longo prazo. 
Atualmente, o eletrodo padrão é de nitreto de titânio, com a camada isolante de nitreto 
de silício. Uma nova abordagem crescente são eletrodos 3D de TiN, que, ao possuir uma 
maior área de superfície comparado aos eletrodos de ouro ou platina com o mesmo diâmetro, 
eleva a capacitância total, com um menor nível de ruído, e permite uma estimulação elétrica 
contínua e mais confiável, mesmo por um longo período de semanas [57, 100, 101]. MEAs 
com eletrodos de 30µm, com frequência de corte de 1Hz a 3kHz e taxa de amostragem de 
25kHz, têm exibido menos de +/- 10µV de ruído. O aumento da demanda por MEAs, que 
considerem características especificas biológicas, propiciou o desenvolvimento de layouts 




Universidade de Tübingen, em Retlingen, Alemanha). Com base nisso, hoje em dia existem 
diversos modelos específicos a diversas aplicações [20]. 
A MEA padrão (Figura 9), que é empregada em experimentos com fatias cerebrais, 
culturas de células unitárias, e preparações organotípicas, é constituído por 60 eletrodos de 
TiN com diâmetros de 10 ou 30µm e espaçamento de 100µm, 200µm ou 500µm, em arranjos 
de 8 X 8 ou 6 X 10, com trilhas de titânio (Ti) e pads de contato de TiN ou ITO e isolação por 
Si3N4. Algumas variações apresentam um eletrodo de referência interno, diferentes câmaras 







Figura 9: (a) MEA padrão, e (b) esquema da distribuição dos eletrodos, sendo que o eletrodo destinado para ser 
utilizado como referência exibe formato distinto dos demais [102]. 
 
Entretanto, a ferramenta tradicional (MEA padrão) tem a desvantagem de ter espessura 
de 1 mm. Isto impossibilita capturar imagens de microscópios invertidos com lentes de alta 
potência, um equipamento amplamente utilizado com a tecnologia MEA, uma vez que 
possuem uma distância de trabalho na ordem de algumas centenas de micrômetros. Com isso, 
surgiu a MEA fina (Figura 10), um caso especial que combina a gravação da MEA padrão 
com técnicas de imagem. Algumas de suas características específicas são a tampa de vidro 
deslizante, ITO como material das trilhas e pads de contato, suporte de cerâmica (impede a 
ruptura e pode ser facilmente usado com as objetivas de alta potência), 60 eletrodos de TiN 
(59 para registro e 1 de referência, ambos com 30µm de diâmetro e 200µm de espaçamento), 














(a)  (b) 
Figura 10: (a) MEA fina, e (b) esquema da distribuição dos eletrodos [103]. 
 
Outro modelo é a Eco MEA (Figura 11). Este novo modelo pode estar disponível sobre 
dois tipos de substratos: placa de circuito impresso (opaco) ou vidro (transparente). No 
primeiro tipo, apesar de um pequeno preço, suas aplicações são mais restritas, já que a base é 
opaca e, portanto, só pode ser usado quando não é importante o controle sob um microscópio 
(alta resolução espacial), sendo muito interessante para culturas estabelecidas de 
cardiomiócitos. Como o desempenho durante o estabelecimento de uma nova cultura não 
pode ser monitorado, aconselha-se, anteriormente, desenvolver este material em outra MEA, 
tais como a padrão, para então trabalhar com a Eco MEA. Já com a base de vidro, esta MEA 
pode ser empregada para todas as finalidades. Tipicamente, os 64 eletrodos estão dispostos 
em uma matriz 8 X 8, com um eletrodo de referência, e têm 100 µm de diâmetro e 700 µm de 
espaçamento. Todos os componentes são de ouro puro, o que implica em um excelente 
contato entre os pads e os pinos do amplificador. No entanto, a Eco MEA é extremamente 



























Há também a MEA 2 X 30 (Figura 12). Neste modelo, os 60 eletrodos estão dispostos 
em dois grupos, separados por 500 µm. Cada um possui matrizes de 6 X 5 de TiN, onde tais 
sensores têm 10µm de diâmetro e 30µm de espaçamento. Esta pequena distância intereletrodo 
é uma das maiores vantagens deste layout, pois isto permite uma melhor separação de spikes. 
A isolação é por Si3N4, e os pads e as interconexões, ITO. 
Dentre as aplicações disponíveis estão o estudo de respostas locais com alta resolução 
espacial, da conectividade funcional entre duas culturas (uma em cada câmara), e registro da 
atividade em multi-unidades. Além disso, é mais preciso na identificação de uma única célula, 
se comparado aos métodos de classificação de spikes que se baseiam em análises da forma de 
onda unidimensional, embora a atividade de cada uma seja captada por mais de um eletrodo. 
Como há uma pequena distancia entre os mesmos, deve-se considerar que, como existe uma 
leve variação da posição eletrodo-célula, os sensores vizinhos gravam uma forma de onda 







Figura 12: (a) MEA 2X (5 X 6) e (b) layout dos eletrodos [105]. 
 
A fim de realizar gravação por multicanais em células in vivo e semi-intactas, outro 
modelo está disponível: a MEA flexível, que é produzida sobre uma base de poliimida 
perfurada e apresenta uma matriz de 6 X 6 ou 8 X 9 eletrodos de TiN, com diâmetro de 30µm 
e espaçamento de 300µm (sendo 32 (64) para registro, 2(4) de referencia e 2(4) indiferentes) e 
trilhas e pads de ouro (Figura 13). Dentre suas vantagens estão o fato desta MEA amplificar 










de espessura) e leve (menos que uma grama), embora sua estabilidade se restrinja à faixa de 
10ºC a 40ºC (faixa de temperatura de engloba a temperatura normal do corpo humano) [106]. 
De acordo com Rai-choudhury [52], hoje em dia tem sido bastante empregada para 
eletrocorticogramas de superfície de córtex somatossensorial de ratos e para estimulação. 
 
 
Figura 13: Flex MEA. À esquerda, uma amplificação da região onde estão os microeletrodos e à direita, os pads 
[20]. 
 
Dado que as matrizes com 60 eletrodos não exibem uma resolução espacial muito boa, 
ocasionada pela pequena distância intereletrodo, e têm uma pequena área de gravação [52], 
então a MEA de alta densidade surge como uma alternativa, contendo 256 eletrodos (10 µm 
de diâmetro, 100 µm de espaçamento no centro e 200 µm na periferia) os quais cobrem uma 
grande área, possibilitando medir precisamente a velocidade de condução e atrasos sinápticos 
a longa distancia, melhorando, assim, a resolução espacial. Conforme MultiChannel Systems 
[20], isto torna possível a utilização deste dispositivo em aplicações em que uma elevada 
resolução é critica, como no caso de análises multitrodo e gravações de células de gânglios da 
retina. Além disso, o duplo campo de gravação também permite realizar co-culturas. Para 
tanto, os eletrodos são confeccionados de TiN, a isolação de Si3N4, as trilhas de ITO ou Ti, e 
pads de contato de ITO ou TiN (Figura 14). 
 






Figura 14: MEA de alta densidade [107]. 
 
Apesar disto, a realização de experimentos com fatias cerebrais, desde o 
posicionamento até sua fixação na matriz é muitas vezes complicado. Apesar da necessidade 
de um contato estreito entre a superfície do eletrodo e as camadas celulares para que as 
gravações extracelulares sejam realizadas com boa relação sinal-ruído, o que normalmente se 
obtém é uma grande distância entre elas. Como solução a este problema, a MEA perfurada foi 
produzida. Tal dispositivo contém diversas aberturas no substrato, conectadas aos eletrodos, 
que podem ser usadas como meio para introduzir o material biológico. Ainda assim, outros 
impasses apareceram. Nesta configuração, as células absorvem uma menor porção de 
oxigênio e nutrientes do meio de perfusão e isto acarreta em um menor nível de sinal gerado e 
até uma eventual morte da cultura. Com isso, há outra inovação, a área em torno dos eletrodos 
é perfurada (diâmetro de 20 µm e 90 µm) e isto permite a introdução da fatia em ambos os 
lados da MEA (por cima e por baixo) e ao mesmo tempo, otimizando, assim, o fornecimento 
de oxigênio [20]. 
Além disso, segundo Rai-choudhury [52], pode-se aplicar uma pressão negativa aos 
orifícios, e isto viabiliza o posicionamento e fixação das fatias sobre os eletrodos, assim como 
melhora o contato tecido-eletrodo, que, por sua vez, aumenta as amplitudes dos sinais 
extracelulares. 
Como pode ser visto na Figura 15, os eletrodos são de TiN (diâmetro de 30 µm, 
espaçamento de 200 µm), em uma grade de 8 X 8 ou 6 X 10, integrados em uma fina folha de 
poliimida (isolante), com pads e trilhas de Ti, sobre um substrato cerâmico ou de vidro, para 
estabilidade mecânica. São estáveis somente até 50ºC, não podem ser autoclavados e nem 










Figura 15: MEA perfurada. As aberturas no substrato de 20µm de diâmetro (e 5µm, na região central) e a 
pressão negativa melhoram o contato tecido-substrato [108]. 
 
Um modelo mais recente é a MEA PEDOT-CNT. Assim como a MEA padrão, é 
composta por 60 eletrodos (59 de medição e um de referência) dispostos em uma matriz de 8 
X 8, com 30µm de diâmetro e 200µm de distancia entre eles, isolação de Si3N4 e trilhas e 
pads de contato de TiN com uma camada de ouro. A grande novidade é o fato dos sensores 
serem confeccionados de PEDOT - nanotubos de carbono, exibindo níveis muito baixos de 
impedância, cerca de 20 kΩ. São ideais para estimulação, com elevada biocompatibilidade e 
adesão celular [104, 109]. 
 
2.2.3 Estado da arte 
Atualmente, a MEA é a tecnologia aplicada para estudar tanto a conectividade do 
circuito neural, quanto a fisiologia e patologias (in vitro ou in vivo). Apesar de suas diversas 
vantagens com relação aos métodos convencionais (ex.: medição não invasiva, em vários 
locais, por um longo período), matrizes com eletrodos integrados ao substrato (passivos de 
metal ou FETs) podem não captar potenciais sinápticos. Isto acontece porque, durante a 
estimulação, produtos de reações eletroquímicas indesejáveis se acumulam na interface do 
eletrodo causando danos celulares e impedindo a captação de potenciais sinápticos abaixo dos 
limiares gerados por células individuais. A captação de potenciais gerados por células 
individuais somente é possível através de microeletrodos pontiagudos, os quais, apesar de 
atingir apenas uma célula por vez e por um curto espaço de tempo, fornecem excelente 
gravação intracelular, pois penetram na membrana plasmática e acessam diretamente o citosol 
(líquido intracelular que circunda as organelas do citoplasma e local onde ocorrem diversas 
reações químicas que mantêm as estruturas celulares e possibilitam o crescimento celular). 
Com isso, diferentes formas de eletrodos têm sido desenvolvidas, desde planares, até 




tridimensionais (pontiagudos, nanopilares, canal microfluídico e em forma de cogumelo) [34, 
110, 111]. 
A MEA 3D, elaborada por Santoro et. al. [100], é composta por 64 eletrodos de ouro 
com forma de cogumelo, sendo adequada para gravações de potenciais de ação (que serão 
descritos com mais detalhes no item 3.1.3). Segundo os autores, esta foi a primeira na 
literatura na qual uma nanoestrutura foi fabricada para criar padrões celulares bem definidos 
sobre ela (ou seja, testar o uso de estruturas 3D para acoplar células do tipo cardiomiócitos no 
dispositivo de gravação) e realizar medidas extracelulares ao mesmo tempo. 
Em função dos bons resultados obtidos pelas MEAs e considerando que doenças 
degenerativas neurais e lesões traumáticas afetam milhões de pessoas mundialmente, tem 
crescido o interesse na criação de interfaces protéticas neurais a fim de restaurar a função 
motora e sensorial de neurônios não sadios. Como as técnicas atuais de medição empregam 
MEAs que são geralmente compostas por eletrodos metálicos (os quais medem e aplicam 
corrente pela junção eletroquímica, podendo gerar corrosão e transferência de carga pela 
interface eletrodo-tecido), existe a necessidade de que o implante possua um circuito ativo 
que resista à corrosão e induza danos mínimos na região implantada. Com base nisso, Branch 
et. al. [101] produziram uma MEA 3D de nanopilares, com acoplamento capacitivo por 
encapsulamento de óxido de háfnio para detecção de atividade neural na retina (Figura 16). 
Segundo os autores, busca-se atualmente medir PAs de neurônios individuais. Para isto, estão 
pesquisando uma tecnologia neural menos invasiva e com maior resolução na captação da 
atividade de muitos neurônios (que pode ser obtida com material dielétrico de alto k, 
reduzindo a maioria dos inconvenientes de medições baseadas em reações faradaicas, que 
consistem de reações eletroquímicas nas quais espécies químicas são oxidadas ou reduzidas). 
 
 
Figura 16: (a)(b) Imagem de microscopia eletrônica de varredura da MEA de 60 eletrodos 3D de nanopilares 





Outra área em ascensão é a fabricação de MEAs flexíveis, que se adaptem a inúmeras 
superfícies. Diversos dispositivos (como eletrocardiógrafo (ECG), prótese de retina) possuem 
interações elétricas com tecidos excitáveis moles, e isto exige que o dispositivo consiga se 
adequar dinamicamente à sua forma. Dessa maneira, a MEA projetada por Guo et. al. [109] é 
flexível e baseada em polidimetildiloxano (PDMS), um material com impedância mecânica 
próxima dos tecidos biológicos e, portanto, é uma ótima opção como substrato para interfaces 
neurais. Neste artigo, a matriz, que, conforme os autores, é uma tecnologia promissora para 
aplicações em superfícies neurais implantadas que exigem microeletrodos de alta densidade e 
eletrônica integrada (como interfaces cérebro-computador baseadas em ECG), fica conectada 








Figura 17: MEA de 16 canais. (a) A banda azul é o resíduo de PDMS onde há filme de ouro com espessura 
menor que 60 Ǻ. Espessura total do PDMS é de aproximadamente 60µm. Além disso, há uma amplificação de 
um eletrodo onde verifica-se rugas na estrutura filme de ouro/PDMS (b) Vista do PCI. Os fios foram soldados 















Capítulo 3 – Conceitos de neurofisiologia 
 
Este capítulo contempla os conceitos necessários para a compreensão dos mecanismos 
biológicos propulsores da geração e propagação dos sinais elétricos no sistema nervoso 
central, inserindo, portanto, os conceitos gerais da fisiologia do neurônio, com ênfase na 
estrutura da membrana neuronal e nos mecanismos de transmissão destes sinais entre 
neurônios (sinapses). Além disso, discute a interface entre os neurônios e a matriz de 
microeletrodos e como esta pode medir os potenciais gerados por estas células e estimulá-los 
também.  
 
3.1 Teoria de estimulação neural [40] 
Embora as células sejam reconhecidas como unidade fundamental de todos os 
organismos vivos desde o século XIX, demorou cerca de um século para que os 
neurocientistas pudessem verificar que o tecido nervoso também é composto por elas. Para 
que isto ocorresse, diversos estudos tiveram significativa importância, iniciando com as 
pesquisas de Camillo Golgi, um patologista italiano com muitas contribuições na área médica, 
e Santiago Ramón y Cajal, um neuroanatomista espanhol. 
A partir daí, as células do sistema nervoso, que apresentam as mesmas organelas 
presentes em todas as células corporais, como o aparelho de Golgi, mitocôndrias, e estruturas 
vesiculares, foram classificadas em dois grandes grupos: (1) neurônios; e, (2) glia. Tanto as 
células neuronais quanto as não neuronais possuem mesmas proporções no encéfalo humano, 
totalizando cerca de 86 e 85 bilhões de células, respectivamente [112]. 
 
Neurônios 
São as células especializadas na sinalização elétrica, desde a captação e propagação de 
impulsos nervosos, até a secreção de diversas proteínas. O sinal morfológico mais evidente de 
sua especialização para comunicação por sinais elétricos é a sua região de ramificação.  
Sua formação pode ser decomposta em quatro áreas distintas: corpo celular, dendritos, 






Figura 18: Esquema de um neurônio genérico [114]. 
 
O corpo celular, ou soma, é a parte que contém o núcleo e sua dimensão varia muito de 
acordo com o neurônio, desde 6µm até 100µm de diâmetro ou até mais. Em volta do núcleo 
há o citoplasma, conhecido como perikaryon, e comporta um sistema de membranas, o 
retículo endoplasmático e ribossomos (principais fontes de síntese de proteína na célula). 
Outro componente são as mitocôndrias, que estão dispersas no citoplasma e possuem 
diâmetros de 0,1 a 0,5µm e mais vários mícrons de comprimento. Além disso, existem 
também os microtúbulos (diâmetros de 200 a 300 Ǻ), neurofilamentos, microfilamentos 
(diâmetros de aproximadamente 50 Ǻ, sendo possivelmente responsáveis por movimentos dos 
processos neuronais) e vesículas (encontradas de forma isolada ou agrupadas em pequenas 
porções próximas da borda, sendo responsáveis pela produção de parte do conteúdo pré-
sináptico necessário de uma sinapse) [115]. 
Em seguida, os dendritos surgem como prolongamentos do corpo celular e agem como 
receptores de informações recebidas de outros axônios, além de aumentarem a área neuronal. 
Exibem elevada quantidade de ribossomos, e proteínas específicas do citoesqueleto, sendo o 
alvo número um de sinais sinápticos advindos de outros neurônios. 
Em seguida, o axônio, que é a região especializada em transmitir os sinais elétricos e 
que está presente em alguns tipos de neurônios, surge em um local, no citoplasma, em forma 
de cone ou um grande dendrito, denominado axon hillock, que conta com um menor numero 
de ribossomos e outras organelas, e estreitando os microtúbulos e neurofilamentos. Grandes 
neurônios, com até 20 µm de diâmetro (cérebro de vertebrados) em geral exibem muitos 
neurofilamentos, mas poucos microtúbulos, enquanto nos pequenos, com cerca de 0,1 µm, há 
poucos microtúbulos. Além disso, este componente, em neurônios mielinizados, é envolto de 








de células gliais), sendo as regiões sem esta bainha (onde a membrana axonal fica exposta) 
denominadas de “nódulos de Ranvier” [116]. 
Por fim, após a divisão dos ramos em espessuras cada vez menores, o fim dos axônios 
encontram os terminais, locais onde ocorrem os contatos sinápticos. Dentre as organelas 
citadas, as vesículas são os elementos mais presentes (mas não sempre, e são dispersos ou 
agrupados no citoplasma do terminal), mas com alta quantia de mitocôndrias e poucos 
ribossomos e retículo endoplasmático [115]. 
Os neurônios podem ainda ser classificados conforme dois critérios [87, 113]: (1) 
quanto ao número de prolongamentos, podendo ser unipolares (com um prolongamento, e não 
compõem o sistema nervoso de vertebrados de adultos, mas apenas em invertebrados), 
pseudounipolares (neurônios unipolares com prolongamento curto e que se bifurca em dois 
caminhos), bipolares (dois prolongamentos, com corpo alongado e um processo em cada 
polo) e multipolares (mais de 2 prolongamentos, corpo irregular com muitos dendritos, sendo 
grande parte dos neurônios do sistema nervoso e divididos em outros dois grupos, Golgi tipo I 
e Golgi tipo II); e, (2) quanto à função, podendo ser aferentes ou sensoriais (enviando a 
informação da periferia ao SNC, ou seja, à medula espinal e cérebro), interneurônios 
(relativamente curtos no encéfalo e estabelecem conexões entre os neurônios receptores e 
motores) e eferentes ou motores (papel inverso dos neurônios aferentes, transmitindo a 
resposta ao estímulo do SNC aos órgãos efetores, como músculos e glândulas). 
 
Células gliais 
Durante o século XIX, acreditava-se que a única função da glia era manter o sistema 
nervoso unido. A ideia permaneceu por um tempo e atualmente estabeleceram-se os seguintes 
papéis: manutenção de ambiente iônico das células nervosas, modulação da velocidade de 
propagação do sinal, modulação da atividade sináptica pela apreensão de neurotransmissores 
próximos ou na fenda sináptica e colaborar e, às vezes, impedir a regeneração do sistema 
nervoso lesionado. 
Apesar de, no encéfalo, estarem em maior quantidade do que neurônios (razão de 3:1), 
não se envolvem diretamente na sinapse e sinalização elétrica, mesmo que auxiliem na 
confecção de contatos sinápticos e na manutenção da característica sinalizadora dos 
neurônios. Estes componentes podem ser encontrados em três formas: (1) astrócitos 
(elementos do SNC que possuem muitos processos que se irradiam em todas as direções e têm 




estrutural a eles e auxiliar na proliferação e reparo de tecidos lesionados, além de separar e 
agregar as fibras nervosas e terminais axônicos), (2) oligodendrócitos (agente formador da 
bainha de mielina – revestimento laminado rico em lipídios – no SNC e, consequentemente, 
contribui com o aumento da velocidade na transmissão de sinais elétricos), e (3) células 
microgliais (células pequenas essencialmente recicladoras – retiram os restos celulares de 
regiões lesionadas e secretam moléculas sinalizadoras). 
Além disso, dentre as estruturas essenciais para o bom funcionamento das células 
encontra-se também a membrana neuronal, que exerce um papel significativo tanto na 
produção como no transporte de impulsos nervosos [66]. 
 
3.1.1 A membrana neuronal e os canais iônicos 
A membrana celular, uma membrana semipermeável com 6 a 8 nm de espessura 
composta por moléculas de lipídios e proteínas, é uma estrutura que atua como uma “porta” 
seletiva, sendo responsável tanto pelo controle da concentração de substâncias intra e 
extracelulares, ou seja, permite a entrada de substâncias necessárias ao metabolismo e 
bloqueia elementos indesejáveis e até elimina outras partículas, quanto pela conservação do 
potencial elétrico, além de dar forma à célula [34]. 
Uma das classes de proteínas integrais transmembrana, que está presente em todas as 
células corporais, são os canais iônicos, que contêm estruturas especializadas, os poros, os 
quais permitem que íons específicos atravessem a membrana (tais como sódio (Na+), potássio 
(K+), cálcio (Ca+2) e cloro (Cl-)), desencadeando, assim, rápidas variações no potencial 
elétrico da membrana, necessárias para que haja troca de informações entre os neurônios 






Figura 19: Esquema genérico de uma membrana com seus canais iônicos, os quais selecionam quais compostos 
devem sair ou entrar na célula. O local com sinal negativo indica a região intracelular e com sinal positivo, 
extracelular (adaptado de [38]). 
 
Dentre suas funções estão: (1) a condução iônica, (2) o reconhecimento e seleção de 
íons específicos (permeabilidade seletiva), que ocorre por meio de interações físico-químicas 
entre os íons e os compostos das paredes dos canais, e (3) a abertura e o fechamento, os quais 
podem acontecer de forma contínua (canais de repouso, que não são controlados por fatores 
extrínsecos e que permanecem abertos todo o tempo, contribuindo, assim, para o potencial de 
repouso) ou os regulados, que atuam a partir da ação de agentes reguladores, tais como 
(Figura 20) [41, 117]: 
 
 Canais ativados por ligantes (sinais químicos): aqui, os canais são regulados por estímulos 
extracelulares, como neurotransmissores, e intracelulares, como segundos mensageiros; 
 Canais tensão-dependentes (ativados eletricamente): sinais elétricos alteram sua 
permeabilidade e, assim, abrem e fecham dependendo do potencial da membrana; e, 
 Canais mecano-dependentes (ativados por calor e estiramento mecânico): têm suas 






Figura 20: Canais iônicos. (a) Ligando-dependente; (b) Tensão-dependente; e, (c) Mecano-dependente (adaptado 
de [38]). 
 
Seu funcionamento se baseia em filtros de seletividade. Considerando que os lipídios da 
membrana são hidrofóbicos e os íons hidrofílicos, sendo os cátions e ânions fortemente 
atraídos pelo oxigênio e hidrogênio da água, respectivamente, Lopes et. al. [117], afirma que, 
portanto, os íons necessitam perder muita energia para transpor a cama lipídica. 
Consequentemente, ao se aproximarem do canal, perdem grande parte de sua hidratação e são 
produzidas ligações químicas fracas (interações eletrostáticas) com radicais aminoácidos 
polares que revestem as paredes do mesmo. Dessa forma, a passagem apenas ocorre caso a 
energia de interação com o filtro de seletividade supere a perda de água. Em contrapartida, 
esta situação desfavorável é revertida, pois a região de conexão íon-canal é muito pequena, 
inferior a 1 µm, e, assim, logo em seguida, as forças eletrostáticas e difusivas impulsionam o 
íon a atravessar o canal (Figura 21). Logo, sua abertura ou fechamento ocorre de forma tudo-







Figura 21: Seletividade do Na no canal iônico (adaptado de [38]). 
  
Portanto, o deslocamento iônico através da membrana, efetuado via canais iônicos, 
juntamente com o movimento facilitado pelas bombas iônicas (como a de sódio-potássio), 
que, por sua vez, são os mecanismos que enviam íons específicos contra o gradiente de 
concentração e com gasto de energia [118], colabora para a formação do “potencial de 
membrana” (Vm). Este potencial, que, segundo Bear et. al. [116], é a diferença de potencial 
elétrico produzida devido às proporções desiguais de cargas elétricas entre a região 
intracelular e o fluido que a envolve, será descrito com mais detalhes a seguir. 
 
3.1.2 Potencial de repouso [41, 119] 
Conforme dito na seção 3.1.2, uma vez que a membrana plasmática atua como uma 
barreira ao livre transporte de íons entre as regiões extra e intracelular, o estado de repouso é a 
consequência da separação de cargas. Nesta situação (Figura 22), a membrana fica polarizada. 
Por convenção, o potencial da face externa (que contem excesso de cargas positivas – 
acúmulo de sódio – e está contida no fluido extracelular) é zero e, assim, o potencial da face 










Figura 22: Representação da concentração de cargas intra e extracelulares durante o potencial de repouso [66]. 
 
Tabela 2: Concentração iônica nas regiões interna e externa da célula [40] 
Íon Concentração (mM)  
 Intracelular Extracelular 
Neurônio de lula   
Potássio (K+) 400 20 
Sódio (Na+) 50 440 
Cloreto (Cl-) 40-150 560 
Cálcio (Ca2+) 0,0001 10 
Neurônio de mamíferos   
Potássio (K+) 140 5 
Sódio (Na+) 5-15 145 
Cloreto (Cl-) 4-30 110 
Cálcio (Ca2+) 0,0001 1-2 
 
 
Desta forma, a manutenção do potencial se dá pela impossibilidade de passagem dos 
íons, gerando uma diferença de potencial elétrico pela membrana, conhecido como potencial 
de membrana, que é definido como a diferença entre os potenciais interno () e externo 





  =   −  (1) 
 
Dado que o potencial externo é zero, o potencial de repouso () é negativo, variando 
de -40mV a -90mV. Isto mostra que as soluções aquosas, dentro e fora da membrana 
neuronal, apresentam concentrações iônicas distintas. 
Tal potencial, gerado pela membrana semipermeável em equilíbrio eletroquímico, pode 
ser previsto pela formula denominada equação de Nerst (Equação 2) [116], mantendo quase 
todas as condições exigidas para eletrólitos.  
 








Sendo  o potencial de equilíbrio para todo íon X, R a constante dos gases, T a temperatura 
absoluta (em Kelvin), z a valência do íon (carga elétrica), F a constante de Faraday 
(quantidade de carga elétrica em um mol de um íon univalente), e [] e [] as 
concentrações iônicas dos lados de fora e de dentro da membrana, respectivamente. 
No entanto, ao realizar os experimentos em temperatura ambiente, esta relação pode ser 
simplificada. Usando como exemplo os íons de potássio, a Equação 3 [40] apresenta o 
potencial de equilíbrio para o mesmo. Como há maior concentração de K+ no interior celular, 
encontra-se um valor negativo. 
 
  = 58  
[!]"
[!]
= 58  110 =  −58$ 
(3) 
 
Assim, uma vez que os íons são carregados positiva ou negativamente, e isso acarreta 
em uma diferença de concentração com consequente diferença de potencial através da 
membrana, conforme Schadé e Ford [120], o estado de equilíbrio para um determinado íon é 
um dado potencial no qual o fluxo do mesmo através da membrana é igual em ambos os 
sentidos. 
A manutenção do potencial de repouso é uma propriedade que não só os neurônios 
possuem, mas todas as células vivas. Neste momento, conforme ilustra a Figura 23, a 
membrana é mais permeável ao K+ do que ao Na+, e isto faz com que o potencial de repouso 




perturbação tal, de forma a provocar uma rápida inversão no potencial de repouso, a célula 
entra em um novo estado: potencial de ação. 
 
 
Figura 23: Representação do gradiente iônico durante o potencial de repouso [116]. 
 
3.1.3 Potencial de ação 
Esta situação, condição em que a região intracelular se torna positiva comparada ao 
meio externo, somente é causada se for aplicado um determinado estímulo que seja suficiente 
para abrir os canais de Na+, e, assim, iniciar o potencial de ação. Inicialmente, gera-se a 
despolarização (Figura 24 – fase 2), o estágio ascendente no qual há maior permeabilidade ao 
Na+ (aumento da condutância do Na+ (%&)). Isto, por sua vez, origina a corrente de influxo 
de Na+, que, ao descarregar a capacitância da membrana, despolariza mais canais de sódio 
(corrente intensa) e, assim, o potencial de membrana se aproxima do potencial de equilíbrio 
do Na+ (%&). No entanto, como os canais de sódio são rápidos e, portanto, vão sendo 
gradualmente inativados (diminuição do gNa), enquanto os canais de potássio (lentos) 
começam a abrir novamente (aumento do gK), elevando a taxa de efluxo de K+, e isto faz com 






Figura 24: Curvas de potencial de membrana e condutância de membrana, ao sódio e potássio, de um axônio de 
lula gigante. Inicialmente (1), a membrana está no estado de repouso, com permeabilidade de K+ muito maior 
que para o Na+. Já em (2), fase de despolarização, há aumento da permeabilidade ao Na+ (abertura dos canais de 
Na+), e em (3),repolarização, queda da permeabilidade ao Na+, com o fechamento dos canais e reabertura dos 
canais de K+ (Pk>>PNa), momento em que o potencial retorna ao nível de repouso. A curva foi empregada em 
uma escala na qual 0mV implica em -70 mV [121]. 
 
Ademais, Assis [34] ressalta que existe também uma fase 4. Após a finalização do 
potencial de ação, existe um pós-potencial, conhecido como hiperpolarização. Nesta etapa, os 
canais de K+ que abrem tardiamente durante a repolarização somente se fecham quando o 
potencial de membrana é restituído ao valor de repouso. Em seguida, há o período refratário 
absoluto, onde é impossível excitar a célula novamente, independentemente da corrente 
aplicada, e o período refratário relativo, momento em que já é possível provocar mais um 
potencial de ação a partir de estímulos mais fortes, uma vez que houve a inativação residual 
dos canais de Na+ e a abertura dos canais de K+ [122]. Além disso, uma propriedade 
característica das células nervosas é a capacidade de se comunicar entre elas ou por meio de 
órgãos efetores, como, por exemplo, os músculos. Uma vez que o encéfalo possui cerca de 
100 bilhões de neurônios, e tendo, cada um, esta habilidade de afetar muitas outras células, 
torna-se essencial criar mecanismos para que a comunicação ocorra de forma eficaz [40]. 
No entanto, para que as informações sejam enviadas, os neurônios precisam se conectar 







3.1.4 Transmissão sináptica 
A transmissão, segundo Shepherd [115], acontece via contato nas regiões especializadas 
dos neurônios, ou seja, pelas sinapses. Com base em seu mecanismo de transmissão podem 
ser classificadas em duas categorias: elétricas ou químicas. 
De acordo com Guyton e Hall [106], a sinapse elétrica, embora seja menos comum de 
acontecer, aparece em todos os sistemas nervosos. Seu funcionamento está esquematizado na 
Figura 25(a). Quando um neurônio (terminal pré-sináptico) e o vizinho (elemento pós-
sináptico) ficam muito próximos da sinapse, são conectados a uma região denominada 
“junção comunicante” ou “fenda” (ou gap junction), por onde flui uma corrente. Nas 
membranas desta junção comunicante há canais totalmente alinhados e, assim, cada par forma 
um poro, permitindo que um número de substâncias (íons e moléculas com grandes pesos 







Figura 25: Sinapses: (a) Elétrica; e (b) Química [40]. 
 
Em geral, a fonte dessa corrente é a diferença de potencial na região promovida pelo 
potencial de ação, e seus efeitos incluem a transmissão bidirecional (ou seja, nas duas 
direções), e a rapidez (é praticamente instantâneo, sem atrasos como na sinapse química). 
Além disso, como os poros são grandes o suficiente de forma a permitir a passagem de 




mensageiros2 (como o cálcio, diacilglicerol (DAG), inositol trifosfato (IP3) e nucleotídeos 
cíclicos, especificamente o monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) – derivado do ATP – e 
o monofosfato de guanina cíclico (GMPc) – produzido a partir de GTP pela ação da 
guanilato-ciclase) também faz com que sinapses elétricas possam coordenar a sinalização e o 
metabolismo de neurônios acoplados. Tal característica exerce papel importante, por exemplo, 
em células gliais, que geram grandes redes de sinalização por meio das fendas [40]. 
O segundo tipo é a sinapse química, a qual constitui a grande maioria das sinapses no 
encéfalo humano. Conforme ilustra a Figura 25(b), a região que vai do neurônio pré-sináptico 
até o pós-sináptico, conhecida como “fenda sináptica”, é muito maior na sinapse química do 
que a existente na sinapse elétrica (20 – 50 nm). Nas membranas do terminal pré-sináptico, ou 
próximas a elas, encontram-se as vesículas sinápticas (pequenas organelas esféricas, com 
diâmetro de aproximadamente 50 nm, preenchidas por um ou mais neurotransmissores).  
De forma simplificada, no momento em que um impulso nervoso encontra o terminal 
neuronal pré-sináptico (potencial de ação), canais tensão-dependentes de cálcio são induzidos 
a abrir, provocando um rápido influxo de Ca2+ no terminal (concentração externa de cálcio é 
de ~10-3M, e a interna é de ~10-7M) com consequente aumento transitório da concentração 
deste íon. Com isso, há uma fusão das vesículas com a membrana plasmática do terminal pré-
sináptico e seu conteúdo, principalmente os neurotransmissores, é liberado na fenda sináptica. 
Na sequência, estes últimos se propagam na fenda sináptica e se ligam a proteínas receptoras 
especificas na membrana pós-sináptica, desencadeando a abertura – e às vezes fechamento – 
de canais nesta membrana. Consequentemente, a permeabilidade iônica nas células pós-
sinápticas é modificada, assim como a condutância (provocada pela corrente resultante 
induzida pelo neurotransmissor). Geralmente, dado que este processo também altera o 
potencial de membrana pós-sináptica, o que pode aumentar ou diminuir a possibilidade do 
neurônio desencadear um PA, a propagação da informação entre neurônios é realizada. 
Outra forma de transmissão de informações é via conexões efáticas. Consistem 
basicamente de interações geradas pela passagem de impulsos por fibras nervosas paralelas e 
próximas, de forma que a eletrodinâmica da primeira pode afetar a de outra [123]. É 
importante citar que a comunicação efática não é similar a efeitos de campo. Enquanto o 
primeiro consiste de um efeito localizado (menor campo elétrico), o último trata da 
                                                          
2Moléculas que causam alterações fisiológicas nas células, como proliferação, diferenciação, translocação de 




comunicação elétrica neuronal por meio de campos elétricos de grande amplitude produzidos 
pela atividade simultânea de diversas células [124]. 
Diferentemente da transmissão sináptica comum, ou seja, sinapse elétrica ou química, 
a sinapse efática não ocorre em um local especializado onde o impulso elétrico é transmitido 
ao neurônio pós – sináptico, sendo que o espaçamento entre as duas células é muito maior que 
a dimensão média da fenda sináptica [125]. 
Neste tipo de sinapse, a passagem de um impulso pelo axônio causa uma modificação 
na excitabilidade da membrana do axônio adjacente, uma vez que varia o potencial 
extracelular localmente [126]. Com isso, para produzir esta comunicação, a resistência 
extracelular deve ser elevada (para possibilitar o fluxo de corrente pelos neurônios com 
consequente variação da sua excitabilidade) e é necessário que a constante de acoplamento 
entre dois neurônios adjacentes (α, Equação 4) seja próxima de zero [123, 125]. 
 




Sendo Ro a resistência interneuronal (resistência do meio entre dois neurônios paralelos), e Ri 
a resistência interna da fibra. 
 Dessa forma, a conexão efática é responsável por produzir a ativação sincronizada de 
grandes grupos de neurônios. Se um maior número de células é acionado, mais elevada será a 
amplitude da corrente efática, o que implica em uma resposta eferente superior [125]. 
 Pode ser classificado em três diferentes tipos de interações. O primeiro tipo é a 
comunicação axo-axônica, e geralmente ocorre em locais com a bainha de mielina danificada, 
como ocorre em patologias como a esclerose múltipla. Surge no momento em que um spike 
produzido em um axônio modifica a excitabilidade do axônio adjacente, podendo, 
consequentemente, gerar uma pequena despolarização sublimiar ou até mesmo um PA. Já o 
segundo tipo, modulação do limiar do spike (Figura 26), aparece quando um denso plexo de 
interneurônios (que permite o contato de dois outros neurônios) modifica o limiar do PA na 
zona de gatilho de outro neurônio. A passagem de um impulso elétrico através dos 
interneurônios faz com que a região em volta do gatilho hiperpolarize, indicando uma 
interação inibitória, sendo encontrada nas células de Purkinge (neurônio de grande dimensão 
localizado em algumas camadas do córtex e cerebelo). Por fim, o terceiro e último tipo é a 
conexão efática que ocorre durante a sinapse química. Pesquisas em células da retina mostram 




interação efática. Uma corrente elétrica atravessa as células horizontais e isto provoca uma 
queda do potencial elétrico na região intersináptica, que, por sua vez, torna o limiar de 
abertura dos canais de cálcio tensão-dependentes do cone menor. Consequentemente, estes 
canais entram em um estado de despolarização. Com isso, mais cálcio entra na célula e uma 
maior quantidade de neurotransmissor é liberada, promovendo uma maior excitação na célula 
pós-sináptica [124]. 
 
Figura 26: Modulação do limiar de spike. Na região central encontra-se o neurônio e, na região destacada (cone 
axonal) localizam-se os interneurônios [124]. 
 
3.2 Interface neurônio versus MEA 
Para que seja possível obter as características elétricas das MEAs, é necessário estudar 
seu modelo elétrico equivalente. O primeiro modelo que representa adequadamente os 
componentes de um tecido biológico, tais como as células, fluidos extra e intracelulares e 
membrana como componentes elétricos foi o modelo proposto por Fricke no ano de 1925 
[127, 128]. Nele, o circuito equivalente (Figura 27) é dito em função das resistências do fluido 









Figura 27: (a) Circuito equivalente dos tecidos biológicos, com Re, Ri e Cm simbolizando as resistências do 
fluido extra e intracelular e a capacitância da membrana, respectivamente; (b) Componentes celulares [127]. 
 
Dessa forma, pode-se representar a sinalização elétrica em células neurais, por meio da 
associação entre fontes de tensão, resistores e capacitores (Figura 28) [38]. 
 
 
Figura 28: Representação de um canal iônico (adaptado de [38]). 
 
Assim, os neurônios podem ser modelados como um circuito elétrico equivalente, em 
que o canal é uma resistência, e a bicamada lipídica é um capacitor, enquanto a difusão iônica 
através deles quando abertos é uma bateria, e a bomba de sódio e potássio atua como a carga 
da bateria iônica, podendo, portanto, ser representada como um gerador de corrente (Figura 
29). Com isso, Lopes et. al. [117] afirma que, além de ser possível obter os fluxos de corrente 
por meio da lei de Ohm, esta representação da membrana se mostra eficiente ao analisar 









Figura 29: Modelo elétrico da membrana com seus canais iônicos (adaptado de [38]). 
  
Inicialmente, a modelagem do circuito para a análise do comportamento dos tecidos 
biológicos era feita por meio de circuitos em série, de elementos não lineares, uma vez que as 
características de tensão e de corrente da interface eletrodo – eletrólito também são não 
lineares. Para tanto, eram empregados apenas os elementos resistivos e capacitivos, devido 
aos efeitos da dupla camada e eletrólito, e à distribuição de cargas iônicas na interface 
eletrodo-eletrólito (dupla camada de carga), respectivamente [129, 130]. Contudo, percebeu-
se que não é adequado associar tais componentes dessa forma. Observando as curvas na 
Figura 30, verifica-se que, ao aumentar a frequência, há diminuição do valor RC em série, 
dado que, para densidades de corrente acima de 1 mA/cm², ocorre a elevação deste, o que, 






Figura 30: Relação da densidade de corrente com (a) a capacitância e (b) a resistência, em eletrodos, 
considerando a modelagem do circuito em série (modificado de [131]). 
Face extracelular 
Face citoplasmática 




Surge, neste momento, a limitação para este modelo: para a frequência próxima de 
zero, a impedância tende ao infinito [131]. Dessa forma, uma melhor abordagem é adotar o 
circuito em paralelo, o qual exibe impedância resistiva para frequências baixas, que, ao 
combinar uma fonte de tensão (S) em serie com a resistência (representando a interface (R1) e 
o eletrólito (R2)), obtemos o circuito elétrico equivalente da Figura 31. 
 
 
Figura 31: Circuito equivalente [131]. 
 
Além disso, ao fazer gravações de culturas de células em MEAs com eletrodos planares, 
seria esperado que os mesmos estivessem em conexão com células individuais. No entanto, 
com base na Figura 32, percebe-se que o sensor não mede todo o corpo da célula, mas apenas 
uma parte dele.  
 
 
Figura 32: MEA com eletrodos planares para gravação extracelular. Sobre um substrato de vidro estão as 
camadas de isolação, eletrodos, trilhas e pads de contato. É através deste último componente e do eletrodo de 
referência (em cima) que o amplificador recebe os potenciais registrados. As resistências R1 e R2e a 
capacitância C indicam os efeitos resistivos e capacitivos da dupla camada, enquanto as capacitâncias Ccel, Clivre 






A outra região, denominada área de eletrodo livre, está em contato tanto com a solução salina 
quanto com o terra. Ademais, há o amplificador, que, por meio das trilhas condutoras, registra 
a soma de todos os potenciais mensurados, por ambas as partes dos eletrodos (área coberta 
pela membrana e área livre) [56]. 
Ainda de acordo com Fejtl et. al. [56], desprezando a pequena resistência da solução 
salina (R2), a razão entre a tensão no pad (Vpad) e a tensão no espaço entre o eletrodo e a 
célula (Vj) pode ser calculada, independente da frequência. Uma vez que a capacitância da 
trilha é muito menor que a capacitância do eletrodo, a amplitude do sinal registrado depende 
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Onde Ccel -./ é a capacitância do eletrodo que está em contato com a célula de tamanho αcel, 
Celetrodo'./-/0"+" é a capacitância de todo o eletrodo de tamanho αeletrodo'/0"+", e Ctrilha 
-0/1&é a capacitância da trilha, a qual liga o eletrodo aos pads. 
Considerações mais avançadas para estudar as propriedades elétricas levam em conta 
o efeito de campos eletromagnéticos baseado em um modelo de elemento finito e a presença 
de canais tensão-dependentes em contato com eletrodos planares, e foram desenvolvidas por 
Buitenweg et. al. [132, 133] . 
 
3.3 Detecção do potencial de ação [56] 
Considerando que a MEA é um conjunto de sensores projetados para estimular e 
monitorar a atividade elétrica de células eletrogênicas, para que seja possível analisar o 
desempenho e as propriedades da matriz, é necessário considerar as características elétricas 
dos componentes de sistema completo (Figura 33): (1) as fontes de sinal das células e tecidos, 
as quais permitem a propagação de correntes iônicas; (2) a interface célula – eletrodo; (3) o 
substrato e os microeletrodos; e (4) o hardware, que contém os estimuladores, e um banco de 
amplificadores ligados aos pads de contato, os quais tanto recebem os sinais captados pelos 






Figura 33: Condições de registro [56]. 
 
Dessa forma, o tecido ou cultura de células é depositado sobre a MEA, local em que 
também é aplicado um meio de cultura, uma solução salina, que visa melhorar o acoplamento 
com os eletrodos. Estes por sua vez, são responsáveis por mensurar, com respeito ao eletrodo 
de referência, os potenciais gerados pelo material biológico (PAs). Para gravações de uma 
célula unitária, sua área normalmente está na faixa de 2000 – 4000 µm² ou ainda menor [67]. 
Dentre os requisitos exigidos aos eletrodos de registro, estão a manutenção de gravações 
neuronais por um longo período e que possuam a capacidade de produzir gravações de 
qualidade. Dentre as características dos eletrodos que permitem obter tais registros incluem-se 
uma menor distância entre eles e sua menor impedância com os neurônios [134, 135]. 
Dessa forma, para tornar esta medida possível, inicialmente, há a ação de 
compartimentos celulares, tais como os dendritos e axônios, que atuam como fontes dos sinais 
monitorados. A partir daí, um potencial extracelular é criado apenas localmente, onde a 
capacitância dos canais iônicos é modificada. Desta forma, tais sinais, tanto a atividade 
espontânea quanto a produzida pela estimulação, se propagam em todo o tecido e podem ser 
registrados durante o experimento, e isto induz o fluxo de corrente iônica ao longo do fluido 
extracelular.  
Segundo Masi et. al. [54], esta corrente está relacionada ao gradiente de tensão 
extracelular, que pode variar tanto em tempo e espaço quanto com relação à distribuição e 
orientação das células.  
Além disso, na monitoração de spikes, os eletrodos MEA podem detectar até uma 
distância de cerca de 100 µm ao redor do centro do eletrodo, embora a observação das fontes 





3.4 Estimulação extracelular 
Outra aplicação possível é injetar estímulos no material biológico que se deseja estudar. 
Para tanto, a excitação pode ser realizada de dois modos, via estímulos elétricos ou 
quimicamente. No primeiro caso, um pequeno pulso de corrente pode ser aplicado entre dois 
ou mais eletrodos – eletrodo de trabalho e eletrodos de retorno – estando pelo menos um deles 
em estreita proximidade com o tecido alvo. Consequentemente, isto induz a despolarização 
das membranas de células excitáveis, o que, por sua vez, inicia a resposta celular [69]. 
No entanto, para que o tecido neural esteja seguro, o potencial aplicado deve ser 
mantido dentro de um intervalo ótimo. Grandes potenciais podem gerar reações de redução e 
oxidação irreversíveis, tais como eletrólise da água com consequente variação do pH e 
formação de gás, e a dissolução do eletrodo (pela criação oxidativa de complexos metálicos 
solúveis, comuns em eletrodos de platina). A redução de oxigênio ou a oxidação de 
compostos orgânicos, como glicose e tirosina, também é comum de ocorrer em eletrodos de 
estimulação sob condições normais de uso. Caso esta situação ocorra, tanto pode degradar os 
eletrodos como causar danos nos tecidos. Com isso, Cogan [69] sugere que a corrente e 
densidade de carga injetada devem ser controladas para garantir que somente processos 
reversíveis ocorram. 
 
3.4.1 Estimulação química 
Uma das formas de estimulação de uma cultura na MEA é através de excitação química. 
De acordo com Chiappalone [137], inicialmente deve-se adicionar um meio neurobasal, para 
que seja possível observar a condição de controle. Em seguida, são adicionados os fármacos 
necessários para a excitação e/ou inibição de determinados receptores e, assim, permitindo 
verificar como o desenvolvimento da rede é influenciado. 
 
3.4.2 Estimulação elétrica 
A segunda forma de excitação da cultura na MEA é através de estímulos elétricos, os 
quais podem ocorrer através de impulsos de corrente ou de tensão nos eletrodos da matriz. 
Tanto para a gravação quanto para estimulação (onde o amplificador é substituído pelo 
sistema estimulador), o circuito eletrônico da MEA é o mesmo. 
Para que a estimulação seja realizada de forma eficaz, deve haver o espalhamento 
efetivo da corrente pela interface eletrodo-tecido e dentro do tecido. Dado que um eletrodo 




menos uma parte substancial do corpo celular do mesmo deve estar ligada à superfície do 
sensor, o qual consegue detectar picos de PA (spikes) em até 100 µm de distância [138]. 
Ademais, para garantir uma gravação de atividade com alta resolução espacial e 
temporal, além de um estreito contato MEA – tecido, o potencial injetado deve ser tal de 
forma que não provoque uma reação eletroquímica irreversível na interface eletrodo-eletrólito 
[16]. Em vista disso, Fejtl et. al. [56] recomenda o uso do constante controle da tensão nos 
eletrodos, mantendo-a tão baixa quanto possível. Além disso, devem exibir uma característica 
essencial, alta capacidade de injeção de carga, que limita o carregamento do mesmo sem 
causar reações eletroquímicas irreversíveis na interface eletrodo-eletrólito. 
No caso de excitação elétrica por tensão, o sinal injetado gera correntes capacitivas 
rápidas, fortes, transientes e negativas nas subidas e descidas dos pulsos, ao carregar a 
capacitância da dupla camada eletrodo – eletrólito, resultando, assim, na hiperpolarização e na 
despolarização das membranas celulares [139, 140]. Este efeito, segundo Tehovnik [141], é 
equivalente ao gerado por breves pulsos de corrente bifásicos durante a estimulação segura do 
tecido. Contudo, a polarização dos neurônios alvo é muito influenciada pelo gradiente de 
tensão produzido pela densidade de corrente local e a resistência do tecido nas proximidades 
das células e, portanto, a qualidade da estimulação depende da difusão eficaz da corrente 
introduzida tanto no tecido quanto na interface eletrodo-tecido. 
Normalmente, a intensidade de estimulação é analisada por quantidade de carga injetada 
por pulso de corrente, que depende apenas da sua magnitude e duração, ao contrário de pulsos 
de tensão, em que sua carga varia de acordo com a resistência do tecido e a capacidade da 
interface eletrodo – tecido. 
Diversos protocolos podem ser empregados, embora seja importante considerar alguns 
fatores. Dentre eles estão (1) não aplicar pulsos de estimulação com frequência superior a 1Hz 
em culturas de neurônios corticais, pois isto pode criar mudanças de longo prazo na rede, 
além do fato dos diversos locais de estimulação na MEA produzir diferentes padrões de sinal; 
e (2) não introduzir pulsos com corrente superior a 100 µA. Caso esta situação ocorra, pode 
ocorrer eletrolise se aplicado em matrizes com eletrodos de 30 µm de diâmetro [79, 88, 94, 
142]. 
Tradicionalmente, este método (elétrico) é a ferramenta mais empregada para 
estimulação neural, sendo um impulso elétrico injetado em tecidos excitáveis. Estes tecidos, 
por sua vez, produzem uma resposta fisiológica correspondente que pode ser observada por 




substrato transparente). Embora este método apresente diversas vantagens para sua utilização, 
tal como o fato de ser controlável e quantificável (e isto o torna confiável, uma vez que 
permite medir e controlar os parâmetros de estimulação – corrente, tensão, duração de pulso e 
frequência), além de ser relativamente precisa (pois entrega o sinal através de microeletrodos 
a partir, por exemplo, de uma fonte de corrente constante) quando comparada às formas de 
estimulação química, mecânica ou magnética, este procedimento apresenta limitações [143]. 
Uma delas consiste no fato dos eletrodos deverem estar em contato com o tecido biológico 
(situação denominada acoplamento) para que seja possível obter uma captação de sinal de boa 
qualidade, entretanto, é possível que o material dos sensores produza algum efeito tóxico nas 
células e portanto deve ser muito bem estudado[144, 145]. Além disso, ao utilizar o método 
elétrico de estimulação nota-se o espalhamento de corrente de forma graduada nas regiões 
externas ao local do microeletrodo, configurando assim um artefato de estimulação, que 
consiste de uma contaminação dos potenciais elétricos nas porções adjacentes ao ponto de 
aplicação da estimulação pelo campo elétrico que é produzido a partir da injeção de potenciais 
elétricos no meio de cultura [146]. 
 Dessa forma, embora a estimulação elétrica continue sendo a principal forma de 
excitação neural até hoje, suas limitações têm impulsionado o desenvolvimento de novas 
alternativas. Uma nova opção é o estimulo através da luz, ou fotoestimulação. Dada a 
complexidade óptica envolvida nesta técnica, a fotoestimulação tem sido realizada em apenas 
um único canal através de fontes de luz de alta potência [147]. Historicamente, o primeiro 
trabalho nesta área foi desenvolvido por Richard Fork, no ano de 1971 [148], em que foi 
possível estimular potenciais de ação em gânglios abdominais do molusco marinho Aplysia 
California com a utilização de um laser de alta potência. Na sequência, o avanço da 
nanotecnologia associado a genômica permitiu a criação de dispositivos capazes de produzir 
tal estimulação. Estes dispositivos podem ser classificados em três categorias [147]. A 
primeira e mais antiga (1970) causa a fotólise de neurotransmissores, ou seja, a energia 
luminosa promove a decomposição destes [149]. Os neurotransmissores se tornam inativos 
com uma porção de bloqueio que se conecta através de uma ligação covalente. Com a 
aplicação de luz ultravioleta, esta conexão é clivada e o composto químico ativo é liberado. 
Isto promove um significativo aumento da concentração de neurotransmissores na região 
próxima ao local iluminado e isto pode excitar o neurônio. Este processo exibe boa resolução 
temporal (~ 3ms) e espacial (~ 5µm), e o neurotransmissor mais amplamente utilizado é o 




corresponde aos fotointerruptores de membrana. Trata-se de um procedimento relativamente 
novo e emprega nanocomponentes sintéticos fotoisoméricos para fechar ou abrir tanto canais 
iônicos como proteínas receptoras [151]. Por fim, a terceira categoria é a expressão de 
proteínas de membrana de fototransdução natural. Tais componentes podem aparecer de duas 
formas. Podem ser cascatas ativadas por luz ocasionando a abertura dos canais iônicos ou 
canais individuais luz-dependentes. Um exemplo de fotopigmento é a melanopsina 
(encontrado em células ganglionares da retina), que, em neurônios, pode provocar respostas 
evocadas de despolarização (isto é, pode induzir a ativação de biopotenciais como 
consequência à aplicação de estímulo externo ou periférico, que pode ser visual, auditivo ou 
somatossensorial) por luz [152]. 
 De acordo com Poher et. al. [147], que produziram uma matriz de micro-LEDs 
(microdiodos emissores de luz) de Nitreto de gálio (GaN) para realizar fotoestimulação 
neuronal (ou seja, através de uma ativação óptica induz potenciais de ação em neurônios 
sensibilizados), afirma que todas as técnicas citadas anteriormente oferecem diversas 
vantagens comparado às técnicas tradicionais de eletroestimulação, como uma alta resolução 
espacial para a focalização do feixe de luz com óptica convencional (sendo apenas limitada 
pelo limite de difração da luz), a facilidade de modificação da posição do feixe de luz durante 
experimentos, e por ser uma promessa para estimulação seletiva de neurônios individuais com 
diferentes agentes de fotossensibilização, entre outras. 
 Hoje em dia, este procedimento em neurônios se limita a um único sinal de excitação. 
Isto se deve à exigência de intensidade luminosa e uma boa resolução espacial que somente 
são possíveis através de fontes de luz de alta potencia (lâmpadas de mercúrio, lasers, ou LEDs 














Capítulo 4 – Metodologia 
 
Abaixo são apresentadas as etapas de desenvolvimento do projeto proposto, que foram 
desenvolvidas com base nas MEAs padrões comerciais da MultiChannel Systems, cuja 
principal motivação encontra-se no fato de grande parte dos laboratórios utilizarem estas 
MEAs e, portanto, os equipamentos de medida desta empresa.  Inicialmente, um conjunto de 
máscaras foi projetado no software LASI e definido sobre placas de vidro com padrões em 
cromo. Na sequência, a fabricação das MEAs emprega as seguintes etapas: definição e 
limpeza dos substratos, definição da intercamada e dos níveis de metal e isolação e a 
colocação do anel.  
 
4.1 Design da máscara para Matriz de Microeletrodos 
A primeira atividade foi o projeto de um conjunto de máscaras, que, segundo Souza 
[156], é o arranjo de padrões que serão transmitidos à amostra, consistindo de regiões claras e 
opacas, que são encarregadas de permitir ou bloquear a passagem da luz durante a 
fotogravação, definindo, portanto, o padrão desejado no substrato. 
Com base nisso, o layout da máscara foi projetado no software LASI 7 (LAyout System 
for Individuals). Esta ferramenta, que é gratuita e destinada principalmente para uso 
educacional, consiste em um sistema para design originalmente planejado para circuitos 
integrados (CIs), mas que também pode ser empregada para layouts de sistemas 
microeletromecânicos (MEMS), dispositivos discretos, e outras nanotecnologias [157]. Cada 
layout foi então gravado sobre uma máscara de vidro com os padrões em cromo no Centro de 
Tecnologia da Informação Renato Archer (CTI). 
O layout foi baseado no dispositivo padrão comercial da MultiChannel Systems, uma 
vez que grande parte dos laboratórios utilizam estas MEAs e, portanto, os equipamentos de 
medida desta empresa. Desta forma, manter asdimensões específicas do dispositivo comercial 
facilitaria as análises nos equipamentos já existentes e, portanto, a validação da MEA 
desenvolvida neste trabalho. De uma forma resumida, a área total da MEA é de 49 mm X 49 
mm, contendo 60 canais (distribuídos em uma matriz 8 X 8), os quais se conectam a pads de 
contato (4,84 mm², distanciados de 0,2 mm) pelas trilhas (com largura de 40 µm nos 
eletrodos). Para tanto, de acordo com as etapas propostas no esquema da Figura 41, foram 




de um bom alinhamento durante a litografia, apresentam marcas de alinhamento, como mostra 
a Figura 34. 
 
 
Figura 34: Layout da MEA 8 X 8. (a) Na região central estão os eletrodos, as linhas vermelhas são as 
trilhas e os retângulos nas periferias são os pads de contato; (b) Os padrões destacados são as marcas de 
alinhamento, estruturas necessárias para o alinhamento da máscara com a amostra durante a etapa de 
fotogravação. 
 
A Figura 35 exibe a numeração de eletrodos e pads de contato adotada neste projeto, 











Figura 35: Posicionamento e numeração adotada dos (a) 60 eletrodos (na área central) e (b) 60 pads de contato, 
que recebem o sinal captado pelos eletrodos, utilizadas neste projeto. 
 
A primeira camada escrita no software LASI7 refere-se àquela que irá definir a região 
condutora da nossa MEA, como mostra a Figura 36. Ela é composta de: (1) 60 eletrodos com 
30 µm de diâmetro e espaçados de 200 µm (ver detalhe na Figura 36(c));(2) trilhas (Figura 
36(b)); e (3) pads de contato (Figura 36(b)). 
 
 
Figura 36: Máscara de metalização. (a) Ilustração de uma MEA, com um anel localizado na região central. (b) 
Ampliação dos padrões da MEA. Nela, destacam-se os pads (região periférica e com formato retangular) e as 
trilhas que, (c) na região central, possuem diâmetro de 40 µm, e conectam os eletrodos aos pads. 
 
Já no segundo nível, vem a fase de aplicação do material para isolação. Para tanto, o 












e pads de contato, uma vez que ambos devem ficar expostos ao meio líquido, pois estimulam 





Figura 37: Máscara para a etapa de isolação da MEA. Aqui, destacam-se os eletrodos (na região central e 
circulares) e os pads, regiões que devem estar protegidas durante a etapa de litografia e, portanto, são os locais 
sem material isolante. 
 
Neste ponto, a MEA básica está praticamente pronta. No entanto foram desenhadas 
mais três camadas. A primeira (Figura 38) destina-se à deposição de SU-8, já que, conforme 
Alyqoubi [158], recomenda-se aumentar a camada de isolação, minimizando, assim, a 











Figura 38: Máscara para a segunda camada de isolação. (a) Na região central localizam-se os eletrodos, enquanto 
(b) nas bordas, os pads de contato. Estas regiões devem estar protegidas, para que o material isolante não seja 
depositado sobre elas. 
  
Dessa forma, o SU-8 deve se concentrar nas regiões não sensíveis da MEA, ou seja, em 
todo o dispositivo exceto sobre os eletrodos e pads de contato, os quais estão marcados em 
cinza na Figura 38. Consequentemente, tais locais, ficam protegidos durante o processo de 
confecção da segunda camada de passivação. Após finalizados, estes locais ficam expostos ao 
meio, enquanto os demais ficam cobertos pelo material isolante. 
O quarto nível projetado pode ser visualizado na Figura 39, no qual é possível verificar 













Figura 39: Máscara para estudar materiais na interface dos eletrodos. Em função disso, na região central, 
encontram-se 60 eletrodos (círculos) e na periferia, as marcas de alinhamento. 
 
 Esta máscara foi desenhada para permitir a deposição e estudo de diferentes materiais 
dos eletrodos. Consequentemente, sua importância reside no fato de que possibilita analisar 
como estes materiais que fazem a interface com o meio celular podem ser aprimorados para se 
obter melhores resultados. 
 Por fim, o sexto nível foi projetado com o intuito de permitir a espessamento dos pads 
de contato (veja Figura 40) com o intuito de garantir a durabilidade desta região durante os 
testes. Para tanto, estão contidos no layout os pads, assim como as marcas de alinhamento. 
 
 
Figura 40: Máscara para espessamento dos pads de contato, que estão presentes na máscara na forma de padrões 
retangulares, como pode ver visualizado nas bordas do layout. Além disso, assim como nos demais níveis, há 
marcas de alinhamento, estruturas necessárias para a realização do alinhamento máscara – amostra durante a 
etapa de fotogravação. 
 
 









4.2 Esquema das etapas de processo 
A Figura 41 resume a confecção da MEA de 60 canais, que foi feita baseado no 
processamento de microfabricação convencional em silício e adaptado ao vidro. Primeiro, há 
a deposição da intercamada (etapa I), seguida pela deposição do metal que formará os 
eletrodos, trilhas e pads de contato (etapa II) através da técnica de lift-off, e deposição da 
primeira (etapa III) e segunda (etapa IV) camadas de passivação. Para concluir o dispositivo, 
os componentes finais são colocados, tais como anel, pinos de contato, entre outros (etapa V). 
 
 
Figura 41: Processo de fabricação da MEA. 
 
 A seguir, cada etapa acima é discutida com maiores detalhes.  
 
4.2.1 Etapa I 
Conforme ilustrado na Figura 41, na etapa I são realizados os seguintes procedimentos: 
escolha e a limpeza do substrato, e formação da intercamada. 
Diversos materiais podem ser empregados como substrato. Dentre os mais comumente 
utilizados em MEAs incluem-se o silício, vidro, quartzo, e a safira [59, 158–160]. Para 
eletrodos rígidos voltados para aplicações neurais, o silício e o vidro são os materiais mais 
comuns. No entanto, devido a algumas características impróprias a esta aplicação, tais como a 
transparência óptica, inércia química e propriedades elétricas, foi substituído gradualmente 
pelo quartzo e vidro [67, 161]. 
Dentre as características físicas que definem a melhor escolha para o substrato, podem-
se citar os índices de expansão e condutividade térmica, ponto de fusão, densidade e dureza. 




posteriormente, na etapa de análise de culturas de células sobre o dispositivo, será utilizado 
microscópio invertido, tornando essencial a não opacidade do substrato) e com ponto de fusão 
adequado (que suporte os processos que serão realizados na fabricação dos dispositivos), o 
quartzo e o vidro mostram-se como as melhores opções. 
Com base nisso, este trabalho emprega o vidro como substrato, o qual é um dos 
materiais mais populares para MEAs, devido às suas qualidades, tais como (i) resistência 
química, (ii) estabilidade térmica, (iii) transparência óptica (permitindo o uso de microscopia 
invertida em experimentos celulares), (iv) isolação elétrica, (minimizando alguns elementos 
parasitários, normalmente encontrados em substratos de silício), e (v) biocompatibilidade 
[162, 163]. 
Após a escolha do material do substrato, parte-se, então, para sua limpeza, de tal forma 
a evitar o acúmulo de impurezas na interface com a intercamada. As etapas utilizadas na 
limpeza são listadas a seguir. 
Inicialmente (Figura 42(a)), realiza-se a primeira fase de eliminação de micropartículas 
e gordura, mergulhando as lâminas de vidro na solução detergente EXTRAN MA02 da Merk, 
3% v/v, em um béquer, até o momento em que o meio atinja a temperatura de 60ºC, onde há 
maior eficiência do mesmo. Ao encaminhar para a segunda fase (Figura 42(b)), o béquer 
contendo as lâminas imersas em detergente é transferido à lavadora ultrassônica (UltraSonic 
Cleaner LJSC 1400, da Unique) por um período de 10 minutos. Na sequência, as amostras 
foram retiradas e colocadas em pote com furos, com fluxo de água DI por 1 minuto. Neste 
instante, o pH observado é neutro, no intervalo de 5,5 a 7,0. Em outro béquer, com um 
agitador, foi adicionada água, aquecida até atingir a temperatura de ± 85ºC. Em seguida, 
foram acrescentados mais dois compostos: peróxido de hidrogênio (30%, da UltraPure 
Solutions, Inc), e, ao atingir 80ºC, o hidróxido de amônio (29% da J. T. Baker). A mistura 
permaneceu por 15 minutos3 na proporção 5: 1: 1 (Figura 42(c)). Finalizando a limpeza, as 
laminas foram introduzidas em um béquer com água DI, seguida pela aplicação de fluxo de 
água DI por 1 minuto e secagem por jato de N2. 
                                                          
3Conforme a reação de oxirredução ocorre, os níveis de NH3 e H2O2 diminuem e o ponto de ebulição, que antes 











Figura 42: Limpeza das lâminas de vidro. (a) Lâminas mergulhadas em solução detergente; (b) Lâminas no US; 
e (c) Lâminas em solução de peróxido de hidrogênio e hidróxido de amônio. 
 
Com o intuito de minimizar a ação de possíveis contaminantes advindos do substrato de 
forma a danificar o dispositivo, e formar um anteparo para os processos vindouros, e melhorar 
a adesão substrato – metal, normalmente deposita-se um material que irá formar o que 
chamamos de intercamada [67]. Os mais comuns são dióxido de silício, nitreto de silício e 
silício amorfo [67, 158] (ver Tabela 3). Estes materiais são depositados com espessuras de até 
de 100 nm, para tentar preservar a transparência do substrato [2].  
 
Tabela 3: Propriedades dos materiais 
 SiO2 Si3N4 Si Referências 
Expansão térmica (10-6/ºC) 0,55 0,8 2,33 [164] 
Resistividade a 25ºC (Ωcm) 1014 - 1016 ~1014 2,3 . 105 [165, 166] 
Ponto de fusão (ºC) ~1600 1900 1420 [165, 167] 
Constante dielétrica 3,8 7,5 11,8 [168] 
Condutividade térmica (WºC/cm) 0,014 0,19 1,57 [164] 
Resistência à tração (1010dinas/cm² 
ou GPa) 
8,4 14 7 [164] 
Resistência à penetração (Kg/mm²) 820 3486 850 [164] 
Rigidez (1012dinas/cm²) 0,73 3,85 1,9 [164] 
Índice de refração 1,544 2,016 4,04 (α-Si) [169] 
Densidade (g/cm³ ou ton/m³) 2,5 3,1 2,3 [164] 
 
Dado que o SiO2 apresenta a menor constante dielétrica (menor capacidade de 




elétrica através dele) [170], e considerando sua transparência sobre o vidro, ele foi 
selecionado para compor a intercamada neste projeto, sendo depositado 50 nm por meio de 
pulverização catódica (Sputtering), método pelo qual um material que será depositado no 
substrato é ejetado de um “alvo” através do bombardeamento da superfície do último com 
átomos neutros. As partículas ionizadas são conduzidas até o substrato ou parede da câmara 
de vácuo. Para pressões de gás mais elevadas, os íons colidem com os átomos de gás, que, ao 
atuar como moderador e se mover difusamente, atinge estes locais, condensa e forma um 
filme fino. Esta técnica permite a deposição de uma grande variedade de materiais, dentre eles 
alumínio e ligas de alumínio, platina, ouro, tungstênio, molibdênio, silício, dióxido de silício, 
titânio e até silicetos de metais refratários [67, 171]. 
O método Sputtering apresenta desvantagens, como baixa taxa de deposição para alguns 
materiais (por exemplo, SiO2), maior possibilidade de absorver impurezas no filme quando o 
processo emprega vácuo médio-baixo (comparado ao alto vácuo da evaporação), alto custo do 
equipamento e o fato de não ser adequado para deposição sobre sólidos orgânicos que 
degradam quando sofrem bombardeio iônico. Apesar disso, ele exibe muitos pontos positivos  
[171–173]: 
 
 Pode realizar deposições de alvos com grande área, simplificando o problema de filmes 
com espessuras uniformes sobre grandes substratos; 
 Relativa facilidade no controle da espessura do filme (acionamento de um conjunto 
constante de condições de operação, somado ao ajuste do tempo de deposição); 
 A composição de ligas pode ser mais facilmente controlada do que em filmes evaporados; 
 Consegue controlar várias propriedades do filme, tais como cobertura e estrutura do grão, 
através da mudança da tensão e do aquecimento nos substratos, enquanto estresse e adesão 
podem ser controlados via potência e pressão; 
 Danos devido aos raios-X da evaporação por feixe de elétrons são eliminados; 
 A superfície das amostras pode ser limpa no vácuo antes da deposição; e, 
 Há quantidade suficiente na maioria dos alvos para realizar muitas deposições sem troca 
do mesmo. 
 
Já Junior [173] ressalta o Sputtering Magnetron, uma forma de Sputtering que melhora 
a eficiência do processo de deposição. Para isso, esta técnica aprisiona os elétrons em um 




Ademais, ao inserir gases reativos ao ambiente de argônio, como N2 e O2, estes reagem com 
as partículas repelidas/desalojadas do alvo e, assim, formam novos filmes (com a absorção de 
um ou ambos os gases), o Sputtering torna-se reativo. 
 
 
Figura 43: Sputtering no CCS. 
 
É nesta classificação que se encaixa o procedimento empregado para a formação da 
camada de SiO2 na MEA. O equipamento utilizado foi o Sputtering Magnetron reativo RF, da 
ULVAC MCH9000 (Figura 43). Visando obter um filme com um índice de refração ideal de 
1,46 para o SiO2 [174] foram realizadas diversas deposições deste material em substratos de 






























 1 100 80/20 4 15 11,8 1,324 
 2 200 80/20 4 15 28,2 1,451 
 3 300 80/20 4 15 48,1 1,471 
Amostra 4 300 85/15 4 15 49,1 1,476 
SiO2 5 300 90/10 4 15 51,4 1,480 
 6 300 75/25 4 15 47,5 1,475 
 7 300 70/30 4 15 46,7 1,469 
 8 300 60/40 4 15 45,0 1,468 
 9 300 50/50 4 15 45,1 1,474 
 
A Tabela 4 mostra os parâmetros de deposição dos filmes de SiO2 estudados, assim 
como os resultados das análises de elipsometria. Para a obtenção das amostras 1 a 3, foi 
variada a potência enquanto os demais parâmetros (fluxo de Ar/O2, pressão e tempo) foram 
fixados. Os resultados das análises da elipsometria (espessura e índice de refração) dos filmes 
depositados são exibidos na Figura 44 que mostra a relação da variação da potência 
empregada durante a deposição com o índice de refração obtida para os filmes de SiO2. 
Já as Figura 45 e 46 mostram os resultados obtidos a partir da variação da relação de 








Figura 44: Medidas realizadas no elipsômetro para os filmes de SiO2. A curva mostra a relação da variação da 
potência aplicada durante a deposição com o índice de refração obtida para os filmes de SiO2. 
 
 
Figura 45: Resultado da medição realizadas em filmes de SiO2 no elipsômetro. A curva mostra a relação do fluxo 






Figura 46: Resultado da medição por elipsometria nos filmes de SiO2 depositados via Sputtering. A curva mostra 
a relação do fluxo de Ar/Ar+O2 com a espessura obtida. 
 
A partir destes resultados das deposições, foram escolhidos os parâmetros de 
deposição utilizados para obter SiO2 estequiométrico, sendo que o critério de seleção para 
definir o melhor filme foi baseado no índice de refração, buscando um filme com o valor mais 
próximo de 1,460, conforme citado anteriormente. Desta forma, através dos resultados 
contidos na Figura 44, verificou-se que a potência ideal para a deposição do filme de óxido de 
silício foi de 300 W. Na sequência, com a fixação do valor da potência, o fluxo de Ar/O2 foi 
variado, mantendo fixos a pressão na câmara e o tempo de deposição. Os resultados 
correspondem às amostras 4 a 9. Com base nos resultados e considerando também o índice de 
refração ideal, o melhor filme foi obtido com fluxo de Ar/O2 (%) igual a 80/20. 
Considerando que o SiO2 exibiu maior transparência sobre o vidro, comparado com o 
Si3N4, o primeiro foi escolhido como o melhor filme para compor a intercamada. 
Dessa forma, os parâmetros da deposição escolhidos foram: potência do sistema de 
300W, pressão de processo de 20 mTorr, temperatura ambiente, e razão de Ar/O2 de 80/20 








4.2.2 Etapa II 
Realizada a limpeza e a formação da intercamada, inicia-se a produção dos eletrodos, 
interconexões e pads de contato através da deposição de um material metálico. Apesar da 
grande variedade de materiais, como diamante nanocristalino, ouro, platina, ligas platina-
irídio, tântalo, filmes AIROF, PEDOT, PEC, nanotubos de carbono e nitreto de titânio, o 
ultimo, ao apresentar baixa impedância, boa biocompatibilidade, excelente estabilidade e uma 
grande capacidade de injeção de carga (~ 1mC.cm-2), é uma boa opção para dispositivos em 
que se deseja estimular e monitorar a atividade biológica com baixo ruído e por longo tempo  
[69, 79]. Com isso, este composto foi o escolhido para compor os elementos condutores do 
chip da MEA. 
Conforme Wang [2], os eletrodos são circulares e seus diâmetros dependem da 
aplicação, podendo variar bastante, indo desde 10µm até 160 µm. No entanto, dado que os 
diâmetros celulares para os quais a MEA foi projetada podem chegar a 30 – 40 µm (neurônios 
de gânglios da raiz dorsal (DRG) de ratos Wistar) [175], o diâmetro dos eletrodos deste 
trabalho é de 30 µm. Além disso, para neurônios em fatias cerebrais, em geral, as fontes de 
sinal estão dentro de um raio de 30 µm ao redor do centro do eletrodo e pode ser captado em 
até 100 µm [20], que é a área de alcance de um eletrodo na MEA produzida aqui, uma vez que 
o espaçamento é de 200 µm. Esta distância é suficiente também para obter uma boa resolução 
e sensibilidade ao longo do pequeno período em que há liberação de adrenalina pelas células 
cromafinas, que são células neuroendócrinas encontradas na medula da glândula adrenal 
[158]. 
A técnica adotada para definir a região de metal foi a de lift-off, conforme ilustrado na 
Figura 47. Para este projeto, esta fase é responsável por definir: (1) eletrodos, (2) trilhas e (3) 
pads de contato. Inicialmente é formado o negativo do padrão sobre a camada de fotorresiste 
depositada sobre o substrato, para só então depositar o filme metálico. Após isso, a amostra é 
introduzida em uma solução que retira a camada de fotorresiste e, consequentemente, o filme 
metálico que está sobre ele. Desta forma, o metal que foi depositado na porção sem 







Figura 47: Fabricação dos eletrodos, interconexões e pads. (a) Deposição de fotorresiste; (b) Fotogravação; (c) 
Deposição de TiN; (d) Remoção; e, (e) processo finalizado. 
 
Para que isto seja possível, a tecnologia de fotolitografia deve ser utilizada. De forma 
resumida, trata-se de um processo que transfere padrões contidos em mascaras para os 
substratos pela exposição a luz visível ou ultravioleta de um material fotossensível 
denominado fotorresiste e revelação de determinadas áreas modificadas do mesmo [158], foi 
desenvolvida nas décadas de 50 e 60 pela indústria microeletrônica e empregou o silício como 
substrato na confecção dos circuitos integrados [67, 161]. 
A Figura 47 (a) ilustra a aplicação do fotorresiste na amostra. Este material é o elemento 
básico do processo litográfico e é composto por três componentes principais [156, 176]: (1) 
resina polimérica, que forma o corpo do resiste, sendo responsável pela proteção das regiões 
não expostas da lâmina, além de determinar as propriedades mecânicas e térmicas do mesmo; 
(2) sensibilizador, que determina as propriedades de sensibilidade às radiações incidentes no 
resiste, controlando as reações químicas na fase polimérica; e, (3) solvente, o qual está 
relacionado com o controle da viscosidade do composto, e possibilita a sua aplicação na 
lâmina, promovendo a uniformidade das camadas. 
Pode ser classificado em dois grupos: positivo ou negativo. A diferença entre eles é a 
região que sofre alteração com a exposição à luz ultravioleta (Figura 48) [162]. No primeiro, 
as áreas expostas à radiação exibem aumento da solubilidade e são removidas na revelação, 
ficando com o mesmo padrão da máscara. Já no segundo, suas zonas expostas tornam-se 
insolúveis devido a um aumento de polimerização e têm como padrão resultante a imagem 










Figura 48: Comparação entre os fotorresiste positivo e negativo (adaptado de [156, 177]). 
 
O primeiro tipo de fotorresiste historicamente usado para a confecção de dispositivos 
semicondutores foi o negativo. Este fotorresiste adere muito bem ao substrato, além de ser 
mais resistente quimicamente, e mais sensível comparado ao fotorresiste positivo. No entanto, 
este último apresenta maior resolução do filme em função da sua espessura e maior contraste 
[162]. Um exemplo bastante empregado de fotorresiste positivo é o AZ 5214, material 
utilizado neste projeto.  
Dando inicio à primeira etapa do lift-off, o resiste, que neste momento é líquido, 
funciona como camada sacrificial e foi depositado sobre a amostra. Na sequência, foi 
realizado o seu espalhamento uniforme pelo spinner, um equipamento que, por meio de um 
disco rotativo (chuck), gira a alta velocidade por um período de tempo definido, resultando, 
assim, num filme homogêneo de AZ5214 em toda a extensão da lamina. Aqui, a velocidade 






Figura 49: Spinner no CCS. 
 
Em seguida, vem a pré-cura. Já que nesse instante o resiste ainda possui cerca de 15% 
de solvente e pode conter tensões embutidas, este passo visa evaporar este solvente e, assim, 
evitar a contaminação da máscara, densificar e aumentar a adesão do mesmo à lâmina [158, 
176]. Para tanto, as amostras permaneceram no hot plate (Figura 50) a 90ºC por 4 minutos. 
 
 
Figura 50: Hot plates no CCS. 
 
Na sequência, como mostra a Figura 47 (b), é realizada a fotogravação. Na 
fotoalinhadora, o padrão da máscara pôde ser transferido à lâmina através da litografia de 
contato (ou seja, a máscara está em contato com a amostra), alinhando-as pelo sistema óptico 




As exposições foram realizadas na alinhadora MJB-3 Karl Suss (Figura 51). 
Especificamente nesta etapa de fotogravação foi feita uma exposição sem máscara por 1 
segundo (para inversão do padrão contido na máscara). 
 
 
Figura 51: Fotoalinhadora MJB-3 no CCS. 
 
Depois, no pós-cura, ocorre o endurecimento do fotorresiste, além de melhorar ainda 
mais sua adesão ao substrato [177]. Pelo fato desta etapa reduzir o stress mecânico e, 
consequentemente, melhorar a adesão do filme, este passo foi feito aplicando a temperatura de 
110ºC por 1 minuto e 45 segundos, seguido por uma nova exposição, agora com a máscara, 
por 20 segundos. 
Nesta fase, a radiação emitida pelo equipamento atinge seletivamente a superfície do 
fotorresiste após atravessar a máscara (localizada entre a fonte UV e o substrato), que define 
as regiões que serão expostas e, assim, os padrões contidos na mesma são transferidos à 
amostra. 
Finalizando a litografia de lift-off, vem a revelação do resiste. Ao imergir (com 
agitação) as laminas no revelador MIF300, por 15 segundos, as áreas indesejadas e que não 
foram polimerizadas no processo anterior são removidas. Para completar, as amostras foram 
limpas com isopropanol e secas com fluxo de nitrogênio. 
O próximo passo foi depositar o metal que irá formar as trilhas, eletrodos e pads e que, 
neste projeto, é o nitreto de titânio (Figura 47(c)). Para que isto fosse possível, o método 
empregado foi o Sputtering para formação de um filme de 300 nm, com resistividade de 
150µΩ.cm [178]. Os parâmetros para a deposição foram: potência do sistema de 1 kW, 
pressão de processo de 0,3mTorr, temperatura ambiente, e razão de Ar/N2 de 60/10 sccm e 




O último procedimento na etapa II é a remoção do fotorresiste, o que faz com que 
somente a região dos eletrodos, interconexões e pads de contato contenham TiN (Figura 
47(d)). Para isso, mergulhou-se a amostra em acetona em um recipiente coberto por alguns 
minutos. Para que todo o material indesejado fosse retirado, foi transferido ao equipamento de 
ultrassom por cerca de 5 segundos. Com o fim do processo lift-off, foram aplicadas sobre as 
mesmas, isopropanol, água DI e secagem com jato de nitrogênio, para então serem 
encaminhadas para limpeza orgânica. 
 
4.2.3 Etapa III 
A etapa de passivação, ou terceira etapa, é uma etapa crucial no desenvolvimento da 
MEA, e normalmente emprega nitreto de silício, dióxido de silício ou SU-8.  Deve ser 
completamente capacitiva, para que não haja correntes de fuga ou qualquer outro indício de 
condutividade. O valor desta capacitância (Cp) pode ser obtido através de uma expressão que 
relaciona os principais parâmetros que influem na amplitude desta variável, que é conhecida 
como a equação de Sakurai-Tamaru (Equação 6) [2]: 
 








Sendo ε0 a permissividade do espaço, εr, a permissividade da material isolante, d, a espessura 
da camada de isolação, e L, W e t o comprimento, a largura e a espessura da trilha, 
respectivamente. 
Consequentemente, a capacitância é determinada pelo material empregado na camada 
de isolação, sua espessura, e a área geométrica da trilha. 
Tal processo visa prevenir que os eletrólitos presentes na solução possam infiltrar nesta 
camada, gerando pin holes, que, por sua vez, podem permitir que os eletrólitos atinjam a 
camada dos eletrodos, efeito que não é desejado [2]. 
Para prevenir este processo, geralmente uma única camada de material passivador não é 
suficiente. Alyaqoubi [158] relata que, com intuito de prevenir os pin holes de forma que o 
eletrólito não alcance a superfície metálica de qualquer direção a não ser pelas aberturas 
(eletrodos), é interessante formar mais de uma camada de isolação, intercalando os filmes. 
Embora a MEA padrão fabricada pela MultiChannel Systems possua somente uma 
camada de Si3N4, Wang [2] orienta adotar camadas sanduíches do tipo SiO2-Si3N4-SiO2.  




relativa (30 = 3,9) do que o nitreto, (30 = 7,5), e isto minimiza a corrente capacitiva entre as 
trilhas e o eletrólito. No entanto, como este material é permeável a íons sódio, torna-se 
necessário adicionar uma espessa camada de nitreto, impedindo, portanto, o fluxo de corrente 
iônica no local. Além disso, com o intuito de promover um ambiente mais apropriado para a 
cultura (maior adesão celular) e, consequentemente, torná-lo hidrofílico, o nitreto, que é mais 
hidrofóbico, é coberto por uma segunda e fina camada de óxido. 
Dessa forma, a etapa III foi realizada conforme ilustra na Figura 52. 
 
                
Figura 52: Fabricação da camada de isolação. (a) Deposição do fotorresiste; (b) Fotogravação; (c) Deposição da 
camada isolante; (d) Remoção; e (e) Processo finalizado. 
 
Assim como mostra a Figura 52 (a), inicialmente nesta etapa é aplicado o fotorresiste 
AZ5214. Este fotorresiste foi depositado sobre a amostra e, através do spinner, foi espalhado 
de forma a obter um filme homogêneo em toda a sua extensão. A velocidade adotada foi de 
4000 rpm durante 30 segundos. 
Em seguida, vem a pré-cura, onde as amostras permaneceram no hot plate por 90 
segundos a 100ºC. 
Encaminhando para a fotoalinhadora (MJB-3 Karl Suss), o padrão da máscara pôde ser 
transferido à lâmina através da litografia de contato (Figura 52 (b)), alinhando-as pelo sistema 
óptico para então expor à fonte de luz UV, com um período de exposição de 5 segundos. 
Depois, há a pós-cura (pos-bake). Neste instante, as amostras permaneceram em um hot 
plate a 110ºC por 90 segundos, seguido por uma nova exposição, agora sem a máscara, por 20 
segundos. 
Finalizando a litografia de lift-off, vem a revelação do resiste, que, ao imergir (com 









as áreas indesejadas e que não foram polimerizadas no processo anterior. Para completar, as 
amostras foram limpas com isopropanol e secas com fluxo de nitrogênio. 
 Na sequência, há a deposição do material isolante, como mostra a Figura 52 (c). 
Através da técnica de Sputtering, foi depositado SiO2, com espessura de 100 nm. Os 
parâmetros para deposição foram: potência do sistema de 300W, pressão de processo de 
4mTorr, e razão de Ar/O2 de 80/24 sccm e tempo de 30 minutos. 
O último procedimento na etapa III é a remoção do fotorresiste (Figura 52 (d)), que faz 
com que todas as regiões possuam isolação, exceto sobre os eletrodos e pads de contato. Com 
isso, mergulhou-se a amostra em acetona em um recipiente coberto por alguns minutos. Para 
que todo o material indesejado fosse retirado, foi transferido ao equipamento de ultrassom por 
cerca de 5 segundos. Em seguida, passa-se isopropanol, água DI e jato de N2 para secar, para 
então serem encaminhadas para limpeza orgânica. 
 
4.2.4 Etapa IV 
Assim como relatado por Alyaqoubi [158], pode ser que mesmo depositando as três 
camadas para isolação com 1µm de espessura não seja suficiente para bloquear a criação de 
pin holes na região não sensível da MEA, o que acaba prejudicando a captação do sinal pelos 
eletrodos. Portanto, Alyaqoubi [158] sugere, assim como Heuschkel et. al. [63] que na MEA 
seja adicionada mais uma camada passivadora, tomando cuidado para que este material não 
atrapalhe a transparência do dispositivo. Neste caso, o material escolhido neste projeto foi o 
SU-8 10 da MicroChem. 
Com isso, foi iniciada a etapa de litografia com este resiste, seguindo basicamente o 
protocolo descrito abaixo [179].  
Inicialmente, é realizada a deposição do SU-8 sobre a amostra pelo spinner. A rotação e 
período de tempo empregados para obter uma espessura de 7 µm foi de 2000 rpm por 30 
segundos, seguido por 30 segundos de pausa do processo para que a distribuição de SU-8 seja 
homogênea em toda a superfície do dispositivo. 
A próxima etapa é denominada cura suave (soft bake). A amostra foi colocada no hot 
plate para que o solvente do SU-8 evapore e, assim, melhore a adesão deste filme à lâmina. 
Além disso, para promover uma evaporação mais homogênea, o aquecimento foi feito em 
duas etapas: (1) 65ºC durante 2 minutos; e, (2) 95ºC por 5 minutos [156, 179]. 
Seguindo para a exposição, o padrão contido na máscara da Figura 38 foi transferido à 
lâmina na fotoalinhadora por litografia de contato, alinhando-se ambas através do sistema 




Após isto, o próximo passo é o tratamento pós-exposição. Aqui, a cura é realizada para 
evitar produzir estresse no filme, e foi dividido em duas fases: (1) 65ºC durante 1 minuto; e, 
(2) 95ºC por 1 minuto [180]. 
Na sequência, as lâminas são imersas, com agitação, no revelador de SU-8 da 
MicroChem por 1 minuto, e as regiões que não foram polimerizadas durante a etapa (d) são 
dissolvidas. Posteriormente, as amostras passaram por isopropanol e secas com jato de 
nitrogênio. 
Por fim, uma etapa opcional é a cura (hard bake). Com o intuito de retirar o solvente 
residual e revelador, para melhorar suas propriedades mecânicas, a amostra permaneceu no 
hot plate a 150ºC por cerca de 5 minutos. 
A Figura 53 mostra o resultado obtido após a execução do protocolo acima. 
 
 
Figura 53: Imagem por microscopia óptica da camada de SU-8 na MEA fabricada. Na região externa a camada 
isolante de SU-8 está presente, enquanto na porção central da imagem (onde encontram-se os eletrodos) e nas 
bordas do dispositivo (onde localizam-se os pads de contato) este material não foi depositado, ou seja, estão 
expostas ao meio.  
 
4.2.5 Etapa V 
Finalizando a fabricação da MEA, é necessário confeccionar um anel (Figura 41) que 
circunde a região ativa (os eletrodos), conforme elucidado por Wang [2], para que seja 
possível realizar medições eletroquímicas e garantir que o meio de cultura não evapore muito 










Este componente, que pode comportar até 800 µL de solução, normalmente é feito de 
plástico ou vidro e é selado com uma “cola”, e isto garante que as amostras não ultrapassem o 
limite do dispositivo [20]. Neste projeto, utilizando a vidraria do Instituto de Física “Gleb 
Wataghin” na Universidade Estadual de Campinas, os anéis foram confeccionados com raios 
interno e externo de 2,2 e 2,6 cm, respectivamente, e colados na superfície da MEA utilizando 
epóxi (Adesivo Epóxi Scotch Mix, da 3M). 
 
 






















Capítulo 5 – Resultados e Discussões 
 
O processo descrito produziu MEAs com eletrodos planares circulares (30 µm de 
diâmetro) de nitreto de titânio (região central), sob camada isolante de oxido de silício com 
substrato de vidro (5 cm X 5 cm) (Figura 55). 
 
 
Figura 55: Protótipos 1 e 2 da MEA fabricados no CCS e utilizados na análise desta dissertação. 
 
A caracterização foi realizada no Centro de Componentes Semicondutores (CCS) na 
Universidade Estadual de Campinas, na Universidade de Gênova e na Universidade de Ulm. 
Dentre os testes feitos incluem-se a (1) caracterização das amostras através de microscopia 
óptica e de força atômica, (2) análise do nível de ruído (amplitude dos potenciais registrados 
com a adição de solução salina padrão), (3) estimulação elétrica, e (4) teste dos eletrodos 
(voltametria cíclica e espectroscopia de impedância). Todas as técnicas serão descritas abaixo, 
bem como os resultados obtidos. 
 
5.1 Caracterização estrutural 
O primeiro teste realizado foi o estudo de imagens geradas via microscópio óptico 
Olympus BH-2 e microscópio de força atômica Olympus IX70 com um módulo AFM e 
câmera digital Hamamatsu modelo C11440 ORCA-Flash 4.0. 
A Figura 56 mostra a imagem obtida pelo microscópio óptico da região ativa da MEA, 
sobre a qual se deposita o material biológico. A partir dela, percebe-se a distribuição simétrica 
dos eletrodos. Tais componentes, os quais podem tanto registrar os potenciais celulares 
quanto estimular a cultura, contam sempre com eletrodo de referência, o qual normalmente é 




microscopia revela diversas trilhas rompidas ou em curto. Este problema pode ter ocorrido 
por diversos motivos: (1) Ocorreu um problema de adesão do filme de TiN ao SiO2; (2) O 
fotorresiste utilizado pode não ter sido revelado adequadamente; Ou, (3) o cromo da máscara 
pode não ter sido completamente corroído, já que as duas amostras obtidas apresentaram o 
mesmo problema na mesma região. Todas as alternativas devem ser consideradas e serão 
investigadas futuramente. Isto, portanto, deve ser sanado melhorando os processos de 
litografia nas próximas MEAs.  
 
 
Figura 56: Imagem por microscopia óptica do arranjo dos microeletrodos na MEA2. 
 
Nas imagens de microscopia de força atômica, o escaneamento considerou uma área de 
100 µm². A Figura 57 abaixo mostra um dos eletrodos em cada MEA produzida e um eletrodo 
de uma MEA padrão da MCS. Enquanto nesta última o eletrodo está alinhado com a trilha, 
nas MEAs aqui fabricadas (MEA1 e MEA2) nota-se um deslocamento da posição do eletrodo, 
confirmando o problema de alinhamento. Isto ocorreu devido a um erro na escrita de um dos 









Figura 57: Imagens de microscopia de força atômic
 
 Além disso, verifica
em cada uma das três imagens obtidas via microscopia de força atômica. Nesta técnica de 
obtenção de imagens, a varredura é realizada através de uma ponta nanocristalina, que está 
conectada ao vértice de uma 
elástica conhecida, se movimenta como consequência de forças de atração e repulsão entre a 
amostra e a ponta, em função da diferença de altura na superfície da primeira. Quando a ponta 
do AFM detecta uma grande variação vertical d
tentar ajustar a altura e evitar a danificação tanto da própria ponta como da amostra em 
análise. Como resultado, os picos são formados nas bordas das regiões analisadas e tratam
apenas de artefatos de imagem e 
 
5.2 Teste de ruído 
A atividade de neurônios é captada na forma de um potencial extracelular, ou P
de Ação (PAs), quando os eletrodos, que estão próximos ao neurônio
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busca-se relação sinal-ruído de aproximadamente 5:1 ou até maior. No entanto, apesar de 
normalmente grande parte deste ruído advir do ruído neural, ou seja, de uma infinidade de 
PAs que não podem ser observados individualmente, ele também é influenciado pela 
impedância do eletrodo. Além disso, a combinação de uma alta impedância do eletrodo (que 
produz uma relação sinal-ruído menor) com a capacitância entre o eletrodo e o amplificador 
minimizará a resposta do primeiro em altas frequências [69]. 
Com base nisso, a verificação do nível de ruído foi realizada a partir da gravação de 
potenciais elétricos na MEA, e isto permite identificar quais eletrodos funcionam e quais 
apresentam defeitos. Para que esta classificação fosse possível, os resultados encontrados para 
as MEAs fabricadas foram comparados com os apresentados pela MEA padrão da MCS. 
Inicialmente, o reservatório circundado pelo anel (área ativa) foi preenchido com um 
meio composto por dois meios de cultura (NeuroBasal e B27), totalizando 1 mL de solução. 
Uma vez colocado o meio de cultura no reservatório, a MEA é acoplada ao novo 
modelo de soquete da MCS (Figura 58) [20]. Em seguida, este conjunto é então ligado ao 
amplificador, com o eletrodo de referência conectado ao canal terra do mesmo. A medida foi 
realizada com uma frequência de amostragem de 10 kHz, com a porta da gaiola de Faraday 
totalmente fechada, e com ganho total de 1000 (entre o sinal na entrada dos microeletrodos e a 
saída final após todas as amplificações), sem nenhuma filtragem digital. Dessa forma, os 
sinais foram captados e como não havia nenhuma cultura biológica no reservatório, espera-se 
o registro apenas do ruído térmico dos amplificadores. O mesmo procedimento foi realizado 
para um dispositivo padrão MCS novo. 
 
 
Figura 58: Visualizações próximas do conjunto MEA-amplificadores durante os experimentos, onde se percebe 
um cabo conectando o terminal externo do microeletrodo 15 a um meio composto pelos meios de cultura, 





Conforme pode ser visto na Figura 59, a amplitude de ruído observada nos eletrodos 15, 
16, 25, 65, 73 e 74 foi baixa, com amplitudes de 10 µVp-p, compatível com o padrão MCS e 
dentro do intervalo esperado [15, 66], embora um elevado nível foi obtido em grande parte 
dos eletrodos da MEA2, com amplitudes de pico-a-pico (Vp-p) excessivas, totalizando 40µVp-p 
(valor bastante elevado se comparado com o padrão MCS), além de efeito capacitivo. 
Uma vez que as reações na interface eletrodo-cultura são necessárias para que o fluxo 
de elétrons no eletrodo seja transformado em fluxo de carga iônica no tecido, estas podem ser 
classificadas em três tipos [69]:  
 
 Capacitivas: com reações que carregam e descarregam a bicamada eletrodo-eletrólito 
(pela atração e repulsão de íons) em resposta a mudanças na carga eletrostática na 
superfície de metal, podendo ser do tipo eletrostático (envolvendo separação de carga da 
bicamada puramente íon-elétron) ou orientação do dipolo do eletrólito (carga armazenada 
através de um óxido fino e de alta constante dielétrica na interface eletrodo-eletrólito); 
 Faradaicas: com reações de oxidação e redução das espécies confinadas à superfície, que 
podem ser reversíveis ou irreversíveis. Para tanto, um elétron é deslocado pela interface 
eletrodo-eletrólito e faz com que algumas espécies (na superfície do eletrodo ou na 
solução) sejam submetidas a uma mudança na valência. 
 Pseudocapacitivas: há transferência de elétrons e também pode ser usado para armazenar e 
injetar carga. 
 
Pelo fato do primeiro tipo (capacitivo) evitar a eletrólise da água, dissolução do eletrodo 
e outras reações irreversíveis, não produzindo ou consumindo espécies químicas durante o 
pulso de estimulação (o que poderia degradar o eletrodo ou até o tecido que está em cultura) 
este é o mecanismo mais desejado [69, 84]. Além disso, uma alta capacidade de injeção de 
carga somente é possível com eletrodos capacitivos porosos ou que possuam revestimentos de 
alta constante dielétrica, pois a carga da bicamada por unidade de área na interface eletrodo-
eletrólito é pequena. 
Dito isso, a comportamento citado anteriormente dos eletrodos na MEA 2 é um ponto 
positivo, já que este material se encaixa no grupo de materiais com injeção de carga 






Figura 59: Teste de ruído na MEA2, com amostragem de 10 kHz, em todos os canais. A grande maioria 
apresenta uma forma de onda aproximadamente quadrada e periódica, revelando saturação e efeito capacitivo 
(com amplitudes de 4Vp-p e frequência base de 3Hz), com impedância dos respectivos eletrodos com caráter 
fortemente capacitivo. Testes externos (manuais) levaram ao arredondamento das formas de onda. 
 
Existem diversas razões para explicar a ocorrência de altos níveis de ruídos em 
eletrodos unitários. Podem ocorrer devido a problemas no sistema externo de medição ou na 
MEA. Dentre os mais comuns, encaixam-se: (a) Danificação do pino de contato do 
amplificador. Para verificar, sugere-se abrir o amplificador e girar 90º a MEA. Ao reiniciar o 
registro, caso o eletrodo que estiver na mesma posição do que mostrou resposta com 
problemas anteriormente continuar com o mesmo resultado, então o contato do amplificador 
não está bom. No entanto, se outro eletrodo exibe uma resposta com problemas, o defeito 
então não está no contato do amplificador, mas sim no eletrodo; (b) Falta de eletrodo de 
referência e blindagem durante o registro (que pode gerar amplitudes de sinal extremamente 
elevadas, chegando a saturar o amplificador, com alto ruído na frequência da rede, que no 
Brasil é em 60 Hz); (c) Falta de sinal ou comportamento estranho, o qual pode ocorrer pelo 
desgaste da MEA; (d) Contaminação dos pads de contato (e isto consiste de um problema 
solucionável pois apenas uma limpeza com álcool puro já é suficiente); E, por fim, (e) 
Danificação irreversível do eletrodo ou pad de contato. Este último pode ser observado a 




 Com base nisso, para o teste realizado nas MEAs fabricadas, é possível que tenha 
ocorrido problema com o eletrodo de referência e blindagem, uma vez que grande parte dos 
eletrodos exibiu valores tão elevados de sinal que saturou o amplificador durante a medição. 
Outro possível problema é um desgaste ou falta de uma parte da camada de isolação da MEA. 
Consequentemente, a MEA se comporta como um filtro passa-baixa e assim, apenas baixas 
frequências do sinal são transmitidas. Isto cria sinais com comportamento estranho ou sem 
spikes. Como solução, MultiChannel Systems [20] sugere efetuar um controle óptico via 
microscopia. Se for verificada a presença de anéis coloridos concêntricos (anéis de Newton) 
devido à interferência da luz, então a camada passivadora está muito fina e não é suficiente. 
Caso a razão do sinal defeituoso sejam os eletrodos, a solução é aterrá-los. Em um teste 
realizado em MEA padrão da MultiChannel Systems, 6 eletrodos exibiram amplitudes 
excessivas, de até 100 µVp-p. Ao aterrá – los, o sinal captado melhora em todos os eletrodos, 
inclusive nos eletrodos com bons níveis de sinal (da ordem de 10 µVp-p). Esta correção é 
possível pois, geralmente, apenas um único eletrodo defeituoso afeta todos os demais, de 
forma que ao aterrá-lo todos os demais voltam a funcionar. 
Os melhores resultados foram obtidos para a MEA1. Neste caso, somente os 
microeletrodos 15, 16, 25, 34 e 66 foram ligados, estando os demais desconectados (Figura 
60). De maneira geral, os resultados são bastante semelhantes àqueles obtidos para uma MEA 
comercial padrão MCS, na gama de 8-14 µV. Nota-se uma amplitude de tensão de pico a pico 
de aproximadamente 10 µVp-p para os canais 16 e 34, e de 20 µVp-p para os canais 15, 25 e 66, 





Figura 60: Visualização do teste de ruído na MEA1, com amostragem de 10kHz e área ativa contendo os meios 
de cultura. O registro foi realizado em apenas 5 canais. Cada linha representa o registro da atividade elétrica em 
um único canal, onde o eixo x é o tempo e o eixo y, a amplitude da atividade bioelétrica. 
 
 Os resultados para a MEA1 foram melhores que a resposta da MEA2, pois, conforme 
discutido anteriormente, eletrodos que pudessem estar defeituosos foram inativados. Portanto, 
não comprometeram o sinal dos eletrodos considerados bons. Além disso, nota-se uma 
variação do potencial captado na MEA1 (Figura 60) para os diferentes canais. Isto se deve ao 
fato de apenas 5 eletrodos (15, 16, 25, 34 e 66) estarem conectados durante o teste. Os demais 
eletrodos ficaram desconectados. 
O ruído contido no registro advém tanto do sistema de amplificação quanto da MEA. 
Com relação à matriz, o nível depende de dois fatores. É influenciado pela dimensão e pelo 
material que compõe os eletrodos. Quanto menor o diâmetro do eletrodo, maior é o ruído. 
Para eletrodos de nitreto de titânio, os quais possuem superfície rugosa, a impedância e o 
ruído são menores do que os encontrados em eletrodos de mesmo diâmetro de outros 




inicial pode ser maior se a MEA for composta por materiais hidrofóbicos. Por isso, uma força 
de solucionar este impasse é a tornar hidrofílica, o que é possível com a adoção de materiais 
adequados, tais como o TiN. 
 
 
Figura 61: Sinal registrado (µV) no eletrodo 15 da MEA1 em função do tempo. 
 
Quando apenas os eletrodos 15, 16, 23, 25, 34, 73 e 74 da MEA1 ficaram conectados, o 
resultado foi semelhante do atingido na MEA2, com as amplitudes variando de -8 a 10µV, ou 
seja, 20 µVp-p. Consequentemente, neste contexto, os eletrodos que funcionaram dos dois 
dispositivos apresentaram sensibilidade a ruído muito boa, semelhante ao padrão MCS. 
Para estimar o nível de ruído contido no sinal registrado foi obtido outro dado: o valor 
RMS para um microeletrodo não defeituoso de cada MEA. Para o sinal bruto (sem filtragem), 
o valor encontrado foi de 2,6 µV e 3,19 µV para a MEA1 e MEA2, respectivamente. Este 
resultado é satisfatório, uma vez que, para o microeletrodo ser considerado funcional, este 
parâmetro deve estar dentro do intervalo de 2,5 à 5 µV assim como verificado por Vidor [66].  
 
5.3 Estimulação elétrica 
O teste de estimulação elétrica avalia a capacidade que os eletrodos possuem de 
registrar sinais e permite observar se o sinal de saída é similar ao sinal de entrada usado no 
teste. 
Para tanto, um sinal cardíaco foi introduzido no meio de cultura. O sinal testado neste 




gerado por células cardíacas. Portanto, foi injetado um sinal ECG artificial que consiste de 
uma amplitude pico-a-pico de 0,5 mVp-p com frequência de repetição do ciclo cardíaco 
variando entre 3 e 23 Hz no meio de cultura.  
A Figura 62 ilustra um eletrocardiograma normal. A curva é formada por uma onda P, 
um complexo QRS e uma onda T. A onda P aparece devido ao potencial elétrico produzido na 
despolarização atrial. Já o complexo QRS é causado pela despolarização ventricular. Por fim, 
a onda T se refere à recuperação dos ventrículos após a despolarização, sendo chamada de 
onda repolarizante, e ocorre de 0,25 a 0,35 segundos após a despolarização [106]. 
 
 
Figura 62: Curva eletrocardiográfica normal (adaptado de [106]). 
 
Os equipamentos utilizados e o resultado obtido para a MEA1 estão contidos na Figura 
63. O cabo vermelho é o fio terra, enquanto os demais saem do gerador de funções e são 
conectados aos terminais externos do arranjo MEA-amplificadores. O cabo cuja extremidade 
é vermelha conduz o sinal de estimulação produzido no gerador Hewlett Packard 33120A. 
Este sinal é injetado diretamente no meio de cultura. O outro cabo atua como referência de 






Figura 63: Arranjo experimental.  
 
Os eletrodos testados foram os mesmos que apresentaram bons resultados no teste de 
ruído. Os demais eletrodos ficaram desconectados. O resultado do teste de estimulação 
elétrica pode ser visualizado na Figura 64. 
 Na Figura 64(a), o sinal captado em cada um dos cinco eletrodos estimulados de uma 
MEA microfabricada com sinal de ECG pode ser visualizado, enquanto a Figura 64(b) 
consiste de uma amplificação de uma parte do potencial elétrico registrado em função do 









Figura 64: Resultado da estimulação na MEA1. (a) Cada linha representa a atividade elétrica em um determinado 
eletrodo, captada durante a estimulação para os 5 eletrodos testados. (b) Zoom de uma parte do sinal registrado 




Com base no resultado da Figura 64, percebe-se que foi possível registrar um sinal 
muito próximo do ECG injetado pelo gerador de funções no meio de cultura. O registro 
mostrou uma menor amplitude (amplitude de ~0,33 mVp-p), como esperado, devido às perdas 
nos cabos e no acoplamento entre o meio de cultura e os eletrodos. Mesmo assim, os níveis 
captados são razoáveis para experimentos biológicos. De uma forma geral, a estimulação 
elétrica desgasta todos os eletrodos, principalmente se for aplicada por um longo período de 
tempo. O nível de impacto no seu desempenho depende do eletrodo utilizado e do estímulo 
aplicado. Durante um pulso, os eletrodos se comportam como um capacitor, pois, a carga que 
é transmitida pelo gerador de tensão não consegue fazer o caminho inverso, ou seja, dos 
eletrodos para o gerador. Isto se deve à elevada impedância de saída e, consequentemente, 
toda a carga se mantém no eletrodo. Para que seja possível descarregar, é necessário um longo 
tempo após a estimulação. Com isso, artefatos de estimulação interferem na captação de sinal 
e os eletrodos deterioram progressivamente, devido à eletrólise. Para que isto não ocorra, um 
protocolo adequado à MEA deve ser utilizado de modo que seus eletrodos consigam 
descarregar após o estímulo [20].  
Ao contrário da platina, eletrodos de nitreto de titânio não podem ser carregados 
positivamente, pois isto os levará à eletrólise. Como consequência, se a estimulação for 
realizada por tensão, deve-se apenas introduzir tensões negativas, uma vez que tensões 
positivas irão de forma breve carregar positivamente mesmo que seja descarregado no final do 
pulso. Portanto, a recomendação é aplicar estímulos de tensão monofásicos negativos, o que 
garante que a amplitude da tensão no eletrodo estimulante seja nulo e isto permite que este 
eletrodo seja descarregado no final do pulso. No entanto, quando a estimulação for realizada 
por corrente, a melhor forma é a bifásica, sendo a primeira fase negativa para prevenir carga 
liquida positiva no eletrodo [20]. 
 Para aplicações neurais, o pulso de estimulação por tensão deve ser inferior a 1 V, 
geralmente de  -100 mV a -900 mV, duração de pulso de 100 µs a 500 µs. Nesta faixa, danos 
aos eletrodos e células são evitados [181]. Cardiomiócitos, no entanto, precisam de maior 
excitação e por um maior período de tempo. Wagenaar et. al. [182] sugerem aplicar -2 V 
durante 2 ms. O problema é que eletrodos padrões (TiN de 30 µm de diâmetro) não suportam 
pulsos desta magnitude. Para tanto, torna-se necessário utilizar MEAs com eletrodos de maior 
diâmetro. 
 Com base nisso e considerando o sinal injetado no meio de cultura durante o teste de 




contrário, a vida útil das MEAs será muito pequena. Além disso, melhorias podem ser 
empregadas para que seja possível obter sinais captados mais próximos dos sinais injetados. 
Conforme citado anteriormente, um fator que exerce uma contribuição significativa são os 
cabos que conectam o soquete da MEA ao sistema externo de medição. Como solução a este 
impasse, uma alternativa possível consiste em utilizar cabos blindados, minimizando ruído e 
consequentemente torna o resultado registrado mais semelhante ao introduzido. 
 
5.4 Caracterização dos eletrodos 
As principais técnicas aplicadas para caracterização eletroquímica de eletrodos para 
aplicações neurais são a Voltametria Cíclica e a Espectroscopia de Impedância. Tais 
procedimentos, que podem tanto ser aplicadas in vitro como in vivo, são descritos abaixo 
juntamente com os resultados obtidos para as MEAs fabricadas. 
 
5.4.1 Voltametria Cíclica (VC) 
Voltametria cíclica (VC), uma técnica que realiza uma medida através de três eletrodos, 
é um método eletroquímico no qual a informação sobre um analito é obtida por medição da 
corrente – i – que flui entre o contra eletrodo e o eletrodo de teste como uma função do 
potencial aplicado usando uma forma de onda triangular para excitação no eletrodo de teste, 




Figura 65: Forma de onda usada no teste de Voltametria Cíclica [183]. 
 
Como o potencial do eletrodo de referência é estável, então a tensão medida reflete 
somente a mudança do potencial no eletrodo teste. Portanto, este valor fornece a força motriz 
às reações no eletrodo teste, enquanto a corrente é proporcional à taxa destas reações (vide 






Figura 66: Esquema básico para medição por voltametria cíclica [2]. 
 
Esta técnica permite identificar a presença de reações eletroquímicas e fornece 
informações sobre a reversibilidade das reações, a quantidade de material eletroativo sobre o 
eletrodo, e a estabilidade do eletrodo. Os resultados deste tipo de teste podem variar muito, 
dependendo da velocidade de varredura, da área geométrica do eletrodo, e da rugosidade do 
eletrodo, apesar de manter inalteradas as reações eletroquímicas [69]. 
Com isso, neste projeto, esta técnica foi aplicada com o intuito principal de detectar se 
os eletrodos funcionam corretamente ou se possuem defeitos e, consequentemente, não 
conseguem captar e/ou estimular (com um eletrodo medido em cada MEA). Para tanto, 
inicialmente, injeta-se um potencial, cujo valor não produz nenhuma redução na solução (sem 
nenhuma transferência de elétrons). Em seguida, este sinal é variado. Quando alcança níveis 
mais negativos (catódico) há reação de redução, com consequente pico de corrente. No 
entanto, esta situação não se mantém por muito tempo, pois a espessura da camada de difusão 
aumenta com o tempo (já que a solução não é agitada) e, consequentemente, a corrente 
diminui. Quando alcança um momento no qual não ocorre mais redução, o potencial é 
percorrido no sentido oposto até retornar ao valor inicial. Se esta reação for reversível, os 
produtos gerados na primeira variação de potencial e que estiverem próximos da superfície do 
eletrodo irão oxidar, o que causa um novo pico (pico de corrente anódica, simétrico ao 
primeiro) [182, 183]. 
No caso de um processo reversível, a diferença entre os potenciais de pico anódico (Epa) 
e catódico (Epc) é dada pela Equação 7 [183]: 
 
 ∆=*& −  *.> = 0,0592/A (7) 
 
Sendo n o número de elétrons na reação. Esta relação independe da taxa de varredura 




da taxa de varredura, e seu comportamento é dado conforme a equação de Randles-Sevick 
(Equação 8) [183]:  
 
 B* = 2,6910DAE/;F(HI) /;J(K = ∞) (8) 
 
sendo J(K = ∞) a concentração da massa, A, a área do eletrodo, D, o coeficiente de difusão 
(tipicamente 5.10-6 cm²s-1), e v, a taxa de varredura.  
Caso a reação seja do tipo quase reversível, a relação entre Epa e Epc contida na Equação 
5 é modificada (Equação 9) [183], e seu valor aumenta conforme aumenta a velocidade de 
varredura. 
 
 ∆=*& −  *.> > 0,0592/A (9) 
  
E, por fim, se for do tipo irreversível, podem acontecer duas situações: ou a onda 
chamada de onda de retorno não existe ou então até aparece, mas as duas ondas não se 
sobrepõem. 
Outro dado importante que o teste de VC fornece é a Capacidade de Armazenamento de 
Carga catódica (CACc) dos eletrodos de estimulação, que basicamente mede a quantidade 
total de carga disponível durante um pulso de estimulação. A CACc é calculada através da 
integral da corrente catódica (corrente negativa) com relação ao tempo em um voltamograma 
cíclico com baixa taxa de varredura ao longo de um intervalo que está dentro da janela de 
eletrólise da água [185]. 
A Figura 67 ilustra os voltamogramas para eletrodos de TiN, platina, e óxido de irídio 
(por Sputtering, com dimensões idênticas) realizados utilizando solução salina padrão. Nota-
se uma grande diferença nas curvas. Enquanto a platina exibe diversos picos, os quais estão 
associados com a oxidação e redução de um óxido de superfície (pontos 1 e 2), e redução e 
oxidação do átomo de hidrogênio (pontos 3 e 4), o eletrodo de TiN, assim como o de óxido de 
irídio tem um formato retangular. Este último apresenta uma CACc significativamente 
superior aos demais eletrodos, exibindo mais que cinco vezes a carga disponível, mesmo 
possuindo a mesma área. Apesar do formato retangular, o que é esperado quando há um 
comportamento capacitivo, a carga neste sensor eletrodo é faradaica, de forma que a curva 
exibe diversos picos, indicando a presença de reações de redução e oxidação que envolvem a 
transferência de elétrons pela interface (redução do óxido de irídio), enquanto a curva do TiN 




capacitiva (tem apenas a capacitância de dupla camada) [186]. Os valores de CACc 
encontrados foram de 0,55 mC.cm-2 , 0,25 mC.cm-2, e 2,8 mC.cm-2 para a platina, TiN e óxido 




Figura 67: Voltamograma cíclico de eletrodos de óxido de irídio, platina e nitreto de titânio em PBS a uma taxa 
de 20mVs-1 [69]. 
  
No entanto, o CACc possui algumas limitações para estimulação neural. Um eletrodo 
implantado produz um potencial de equilíbrio, que fica entre a tensão máxima e mínima 
contida no voltamograma cíclico para a obtenção da CACc. Com base nisso, caso não seja 
aplicada uma tensão positiva durante a execução do teste, um eletrodo AIROF (óxido de irídio 
ativado) exibe apenas uma pequena vantagem para estimulação se comparado à platina, sendo 
que seu potencial de equilíbrio in vivo é próximo a 0V (Ag|AgCl) [187]. Outros fatores que 
podem reduzir a capacidade de injeção de carga de um eletrodo são a resistência dos poros e o 
sobrepotencial de ativação, que é mais expressivo a altas densidades de corrente. 
A Figura 68 mostra as curvas de VC obtidas para as MEAs fabricadas (Figura 68(a) – 
(b)) e da MCS (Figura 68(c)), respectivamente. 
 





























          




Figura 68: Voltametria Cíclica da (a) MEA1, (b) MEA2, e (c) MEA da MCS. 
 
Apesar do formato similar das curvas, a densidade de corrente nas MEAs produzidas foi 
significativamente superior à da MEA da MCS, o que foi confirmado pela CACc obtida para 
as MEAs 1, 2 e da MCS foi 0,63 mC.cm-2, 0,64 mC.cm-2 e 0,05 mC.cm-2, respectivamente, 
para uma janela de potencial de -1V a +1V. A diferença nos resultados pode ser atribuída 
principalmente à diferente espessura da camada metálica, uma vez que tanto as MEAs 1 e 2 
quanto a MEA da MCS exibem eletrodos de 30 µm de diâmetro de TiN, com distância 
intereletrodo de 200 µm.   
Microeletrodos (com área menor que 10.000µm²), em geral, podem apresentar uma 
densidade de carga em uma ampla gama, variando desde 0,2 até 3,5mC.cm-2. Cogan [69] 
mostrou que, dentro do grupo dos materiais que operam via mecanismo faradaico, a 
platina/ligas platina-irídio, óxido de irídio ativado, e óxido de irídio térmico, exibiram limites 
de injeção de carga de 0,05 – 0,15mC.cm-2, 1 –5mC.cm-2, e ~1mC.cm-2, respectivamente, 
enquanto em materiais capacitivos, como tântalo/óxido de tântalo e nitreto de titânio, estes 
valores foram de ~0,5mC.cm-2 e ~1mC.cm-2, respectivamente, com uma janela de potencial 
segura de -0,9V a +0,9V. No entanto, um nível muito superior foi obtido por Zhou e 



























































Greenberg [188], alcançando um limite de injeção de carga de 2,2 – 3,5mC.cm-2, com uma 
janela de potencial de -1V a +1,2V. 
Apesar do limite de injeção de carga obtido para o eletrodo de TiN por Cogan [69] ser 
de 1mC.cm-2, o CACc foi de 0,25mC.cm-2. Já o CACc calculado por Weiland et. al. [186] e 
Aryan et. al. [189] foram de 0,55mC.cm-2, com um janela de potencial de -0,6V a +0,8V, e 
0,2mC.cm-2, com um janela de potencial de -1V a +1V, respectivamente. 
Consequentemente, os valores obtidos para as MEAs produzidas neste projeto estão 
dentro da faixa esperada e são superiores aos encontrados nos estudos citados. Além disso, 
observa-se uma região de platô em todos os eletrodos de TiN medidos na fase de varredura 
catódica, embora na MEA2 seja menor (variação de cerca de -0,65V a 0,65V para a MEA1, -
0,66V a 0,66V para a MEA2 e -0,61V a 0,69V para a MEA da MCS). Este comportamento 
está presente devido à absorção de hidrogênio antes de ocorrer a sua liberação, o que é similar 
à reação catódica em eletrodos de platina. O aumento desta corrente catódica, após o intervalo 
citado, portanto, corresponde a fase de evolução do gás hidrogênio [188]. 
 
5.4.2 Espectroscopia de Impedância [69, 188] 
Outra técnica amplamente empregada para a caracterização elétrica dos eletrodos da 
MEA é a Espectroscopia de Impedância (EI), cujo resultado permite definir se um eletrodo é 
capaz de estimular e registrar sinais e, como as variações de tensão no mesmo são pequenas, 
também é um método interessante para a sua verificação in vivo. Além disso, pode também 
ser utilizada para estudar as propriedades dos tecidos e as características elétricas da interface 
eletrodo – solução [69, 189]. 
Esta técnica funciona da seguinte forma: aplica-se uma excitação senoidal de frequência 
unitária (que pode ser por tensão ou corrente) no eletrodo, e a corrente resultante nesta dada 
frequência é medida, permitindo obter tanto a impedância elétrica quanto o ângulo de fase 
(partes real e imaginaria). 
Uma ampla gama de frequências pode ser empregada, sendo tipicamente entre <1Hz e 
105 Hz, com uma magnitude de excitação suficientemente pequena para que a resposta 
corrente versus tensão seja obtida em cada frequência. Os valores de excitação podem variar 
entre ~10 mV e 50 mV. 
Em geral, a impedância é obtida com a injeção de um pequeno potencial CA (corrente 
alternada) que pode ser, por exemplo, uma excitação senoidal na célula eletroquímica. Assim, 





  =   NBA(O8) (10) 
 
Onde  e  são o potencial no tempo t e a amplitude do sinal, com O sendo a frequência 
radial (radianos/segundo), a qual pode ser encontrada em função da frequência f (Hertz), 
como na Equação 11: 
 
 O = 2PQ (11) 
 
Dessa forma, o sinal resultante (R) para um sistema linear tem uma amplitude R e é 
deslocado em fase (S), como mostra Equação 12 e Figura 69: 
 
 R =  R NBA(O8 +  S) (12) 
 
 
Figura 69: Formas de ondas senoidais do potencial inserido e corrente resultante para um circuito ac puramente 
capacitivo [190]. 
 
E assim, a impedância (Z), em função da magnitude (T) e mudança de fase (S), pode 
ser encontrada empregando uma expressão análoga à lei de Ohm. Logo: 
 
 
T =  R
=   NBA(O8)R NBA(O8 +  S)
=  T
NBA(O8)
NBA(O8 +  S) 
(13) 
 
As formas mais utilizadas para exibir este resultado têm sido o diagrama de Bode do 
valor absoluto de Z (|T|) pela frequência, e o diagrama de Nyquist (componente imaginário 
ou impedância capacitiva (Z’) em função do componente real da impedância resistiva (Z)). 
Vale ressaltar também que neste último, cada ponto significa uma impedância a uma única 
frequência. 
Com relação a modelagem de um circuito equivalente, embora algumas células 
eletroquímicas possam apresentar apenas um único componente, a maioria emprega 




O circuito equivalente resultante empregado neste projeto é exibido na Figura 70, cujos 
componentes são: ZEFC4,5(elemento de fase constante, representando uma impedância não 
faradaica advinda da capacitância da interface ou capacitância de polarização), RTC 
(resistência de transferência de carga, devido ao movimento de cargas na interface eletrodo-
eletrólito), e Rs (resistência da solução) [190, 191]. 
 
 
Figura 70: Modelo equivalente utilizado no teste de Espectroscopia de Impedância nas MEAs [191]. 
 
A impedância ZEFC, que é a impedância não-faradaica resultante da capacitância da 
interface (polarização), é obtida através da Equação 14 [191]: 
 
 TVWX(O) =  1 (YOZ)9  (14) 
 
Com Q representando a magnitude de TVWX , n, as heterogeneidades na superfície 
(0≤n≤1, sendo puramente capacitivo quando igual a 1), e com O = 2PQ. Já as resistências de 
transferência de carga e da solução6 podem ser obtidas através das Equações 15 e 16: 
 
 . = /([) (15) 
 
 \ =  ]/4_ (16) 
 
Sendo RT/F=26mV a 298K, J0 a magnitude da corrente que flui pela interface eletrodo-
eletrólito na situação de equilíbrio (corrente de redução com módulo igual e sentido oposto à 
                                                          
4A dupla camada eletrodo-eletrólito é representada pelo EFC em vez de uma capacitância para explicar a 
resposta capacitiva não ideal da curva de EI. 
5Pode aparecer devido a alguma rugosidade da superfície do eletrodo e descreve de forma satisfatória a interface 
eletrodo-eletrólito estudada neste projeto. 




de oxidação), z o número de elétrons envolvidos na reação redução – oxidação, ] a 
resistividade da solução (72 Ωcm para solução salina fisiológica), e r o raio do eletrodo.  
Dado que este projeto emprega eletrodos de 30µm de diâmetro de TiN, então Rct e Rs 
equivalem a 3.105 Ω e 12.10³ Ω, respectivamente, e, portanto, as curvas do módulo da 
impedância e fase versus frequência esperadas para o teste de EI nas MEAs 1 e 2 são do tipo 
exibido na Figura 71 [191]. Inicialmente, para baixas frequências, tanto o módulo da 
impedância como a fase são altos para o TiN, decaindo à medida que a frequência é 
aumentada. Como pode ser verificado na Figura 71, para baixas frequências, a fase para o TiN 
tende a -80º.  
 
 
Figura 71: Curvas do (a) módulo da impedância, e (b) fase, em função da frequência para os eletrodos de TiN e 
platina negra [191]. 
 
Com base nisso, os procedimentos experimentais são descritos a seguir (Figura 72). A 
MEA é acoplada ao soquete, que contém os conectores. Os eletrodos de estimulação (contra 
eletrodos), colocados diretamente no meio de cultura, recebem o sinal através do fio vermelho 
(platina), que, por sua vez, conduz a estimulação produzida por um gerador de estímulos de 
baixíssima amplitude. O fio marrom, de prata, corresponde ao eletrodo de referência. 
Finalmente, o fio cinza que registra a estimulação (ligado a um potenciostato, equipamento 
que efetivamente realiza a captação do sinal) está acoplado a um único terminal (este último 
associado a um microeletrodo, denominado eletrodo sensor), cujo sinal é transportado pelos 
cabos verde (conectado ao eletrodo de trabalho) e cinza para o computador, através de uma 
interface A/D. 
Colocada a MEA no soquete e depositado o meio de cultura PBS (2,5 – 3 ml) na região 




principal (Figura 72), o qual fica conectado aos demais equipamentos. Normalmente o 
gerador de estímulos e o potenciostato necessitam de alguma calibração inicial, em 
conformidade com as normas de operação especificadas em suas respectivas documentações 





Figura 72: (a) MEA e o aparato principal de medidas, dentro de uma gaiola de Faraday. (b) Soquete, que contém 
os conectores e fica acoplado à MEA. 
 
Inicialmente, conforme Figura 72(b), o fio cinza é ligado a um dos microeletrodos da 
MEA em análise, por meio de garrinhas que conectam os terminais do soquete aos cabos 
verde e cinza. Fecha-se a gaiola de Faraday e, através do sistema computacional, aciona-se o 
gerador de estímulos (PARSTAT 2273), que vai induzir microtensões e/ou microcorrentes de 
baixíssima amplitude, padronizadas, no meio de cultura. Tais estímulos são captados pelo 
microeletrodo sob análise, cujo sinal induzido é registrado no sistema computacional.  
A partir deste ponto, analisa-se microeletrodo por microeletrodo da MEA. O objetivo é 
traçar o diagrama de Bode de cada um para diferentes frequências (1 Hz – 100 kHz), gerando 
as curvas mostradas na Figura 73. O procedimento é repetido 60 vezes, até que todos os 






Figura 73: Resultado da medida de Espectroscopia de Impedância para um eletrodo da MEA2, com as curvas da 
impedância real (com símbolo preto) e da impedância imaginária (com símbolo branco) plotadas em função do 
logaritmo da frequência. 
 
A partir dos valores de impedância real e imaginária medidos para o eletrodo, os valores 
do módulo desta impedância e do ângulo de fase, em função da frequência aplicada puderam 
ser obtidos. A Figura 74 mostra as curvas resultantes para um eletrodo da MEA2. 
De forma geral, muitos materiais exibem uma resposta capacitiva em paralelo com a 
resistiva, o que é típico para interfaces metal-eletrólito. No diagrama de Bode, considerando 
que o espectro contém o modulo de impedância em diferentes frequências, é possível 
identificar se o eletrodo testado apresenta comportamento capacitivo, que é a situação na qual 
se percebe um aumento da impedância com a diminuição da frequência [193]. 
 A amplitude da impedância na faixa de alta frequência é praticamente independente 
desta e trata-se somente da resistência da solução (entre o meio e o eletrodo de referencia), 
enquanto, para baixa frequência (tornando-se dependente desta), aparece devido à resistência 
de polarização da amostra na solução (transferência de cargas) e a resistência da solução. 
Enquanto para eletrodos de óxido de irídio (IrOx) o valor em que a impedância se torna 
dependente da frequência é abaixo de 0,5kHz, para TiN este limite é em 4kHz (variando entre 








Figura 74: Resultados da medida de Espectroscopia de Impedância para um eletrodo da MEA2, com as curvas 
do módulo da impedância (com símbolo preto) e ângulo de fase (com símbolo branco) plotadas em função do 
logaritmo da frequência. 
 
Além disso, a fase da impedância também é frequência-dependente. Em altas 
frequências, a fase fica próxima de zero, sugerindo uma impedância resistiva. Já na região 
central da gama de frequências na curva, a fase tende a -90°, o que indica um elemento 
capacitivo (neste caso, a capacitância da interface), enquanto em baixas frequências a fase 
volta a tender a zero. Comparativamente, o TiN apresenta uma resposta capacitiva em uma 
frequência maior que o IrOx [185, 191]. 
Caso o módulo de impedância esteja contido dentro do intervalo de 1 kΩ a 1 MΩ7 [63], 
decaindo à medida que a frequência aumenta, e a fase fique em torno de máximo 80 graus 
constante, então o microeletrodo é considerado funcionalmente adequado. Para eletrodos em 
curto-circuito, este módulo será sempre próximo a zero, independentemente da frequência. Já 
em eletrodos em aberto, este módulo tende a infinito, independentemente da frequência [69]. 
                                                          




No estudo de Norlin et. al. [193], eletrodos compostos por diversos materiais (Pt, Ti, 
TiN) foram testados por EI, em solução salina padrão. Os eletrodos de platina exibiram uma 
capacitância baixa (6,0.10-5 F/cm²) e resistência de transferência de carga alta (2,2.105 Ωcm²), 
com EFC menor que 1, mostrando que houve um desvio da resposta capacitiva ideal. Os 
demais materiais mostraram uma capacitância significativamente maior com menor 
resistência de polarização. Apesar do titânio apresentar uma alta capacitância inicial (1,6.10-4 
F/cm²), este valor pode reduzir com o tempo, pois um filme de oxido é criado 
espontaneamente sobre a camada de titânio; o nitreto de titânio, no entanto, mostrou maior 
capacitância e resistência (3,5.10-2 F/cm² e 6,4.103 Ωcm²). Com base em todos os resultados 
obtidos, concluiu-se que uma forma de elevar a capacitância e minimizar a resistência de 
transferência de cargas é aumentar a área de superfície efetiva do eletrodo, o que, por sua vez, 
melhora a sua capacidade de estimular e/ou registrar sinais. Para tanto, as sugestões foram as 
deposições de (1) TiN sobre Ti e Pt/Ir, o que torna a área efetiva da ordem de varias centenas 
de vezes superior, e (2) Pt sobre o Ti. Isto se deve pelo fato da Pt aumentar significativamente 
a área efetiva e pela rugosidade do TiN. 
Já no estudo de Weiland et. al. [186], que comparou a resposta dos eletrodos de óxido 
de irídio e TiN, o primeiro mostrou CAC superior, exceto em alta frequência. Quando a 
frequência ultrapassou 10 kHz, a impedância medida foi 15% superior à do segundo. 
Com relação à medição da impedância, a pesquisa de Janders et. al. [194]  encontrou 
valores bastante distintos ao comparar eletrodos de TiN, ouro e irídio (depositado por 
Sputtering) com área de 80µm², cujos valores foram 150kΩ, 2900kΩ e 100-750kΩ, 
respectivamente. Com isso, os autores afirmam que o TiN foi superior ao IrOx tanto com 
relação às propriedades mecânicas quanto elétricas, assim como possui alto limite de injeção 
de carga seguro e baixa impedância apesar de menor capacidade de carga, comparando-se 
com o irídio. Consequentemente, este material é bastante adequado para estimulação 
extracelular e registro de atividade neural. 
Os resultados obtidos para a MEA2 foram melhores que aqueles obtidos para a MEA1, 
com média da impedância a 1kHz para os eletrodos considerados bons de ~41kΩ e ~142 kΩ, 
respectivamente. Tais valores estão próximos ao intervalo obtido por Egert et. al. [79], que, 
com eletrodos de TiN de mesmo diâmetro, exibiram impedância variando de 80 a 250kΩ, cuja 
magnitude está cerca de uma ordem de grandeza menor que a impedância verificada em 
eletrodos planos de ouro. Além disso, para ambos dispositivos, considerando os eletrodos que 








































Capítulo 6 – Conclusões e Perspectivas 
 
Uma área que está em crescente desenvolvimento no campo da neurociência básica é a 
estimulação e a gravação das células nervosas. Neste cenário surgem as matrizes 
multieletrodos (MEA), dispositivos que atuam como uma interface cérebro-computador, em 
que uma rede de microeletrodos faz a interface entre o mundo eletrônico e as células capazes 
de gerar um potencial de ação. Com base nisso, este trabalho apresenta o projeto e fabricação 
de Matrizes de Multieletrodos de 60 canais, ou seja, eletrodos de nitreto de titânio sobre 
substrato de vidro. Tais dispositivos estão voltados para uso (registro e estimulação 
extracelular in vitro) em culturas de células neurais. Desta forma, mostramos inicialmente, a 
produção de um conjunto de máscaras, que contêm as estruturas transferidas à amostra através 
da fotolitografia. Na sequência, foram relatadas as etapas de microfabricação das amostras 
MEA1 e MEA2, que incluem: a formação de camadas de interconexão, as etapas de 
fotolitografia e lift-off para formação dos eletrodos, trilhas, pads de contato e isolação, e a 
finalização do protótipo – colocação dos componentes finais, como anel de vidro, pinos de 
contato e outros.  
Assim, com os dispositivos concluídos, mostramos os resultados da caracterização dos 
mesmos. Após todos os testes realizados podemos concluir que, no teste de ruído, 6 eletrodos 
da MEA2 (15, 16, 25, 65, 73 e 74) apresentaram bons resultados, com amplitudes de 10 µVp-p, 
compatíveis com o padrão MCS e dentro do intervalo esperado [15, 66], embora um elevado 
nível tenha sido obtido em grande parte dos eletrodos da MEA2, com amplitudes de pico – a – 
pico (Vp-p) excessivas, totalizando 40µVp-p (valor bastante elevado se comparado com o 
padrão MCS), além de efeito capacitivo. Já na MEA1, os resultados foram semelhantes ao 
anterior, apesar de apenas 5 eletrodos (15, 16, 25, 34 e 66) estarem conectados, estando os 
demais desconectados. De maneira geral, os resultados do teste de ruído são bastante 
semelhantes àqueles obtidos para uma MEA comercial padrão MCS, na gama de 8-14 µV. 
Nota-se uma amplitude de tensão de pico a pico de aproximadamente 10 µVp-p para os canais 
16 e 34, e de 20 µVp-p para os canais 15, 25 e 66, que é compatível com o nível da MEA da 
MCS (com 10 µVp-p, e forma de onda aleatória). Quando apenas os eletrodos 15, 16, 23, 25, 
34, 73 e 74 da MEA1 ficaram conectados, o resultado foi semelhante do atingido na MEA2, 
com as amplitudes variando de -8 a 10µV, ou seja, 20 µVp-p. Consequentemente, neste 
contexto, os eletrodos que funcionaram dos dois dispositivos apresentaram sensibilidade a 




filtragem) foi de 2,6 µV e 3,19 µV para a MEA1 e MEA2, respectivamente. Este resultado é 
satisfatório, uma vez que, para o microeletrodo ser considerado funcional, este parâmetro 
deve estar dentro do intervalo de 2,5 à 5 µV assim como verificado por Vidor [66]. 
Quando o teste de estimulação foi executado, os mesmos eletrodos que apresentaram 
boa resposta no teste de ruído também exibiram bons resultados, mostrando um sinal muito 
próximo ao ECG injetado pelo gerador de funções (que aplicou sinal com amplitude de 0,5 
mVp-p e frequência de 3 a 23Hz), porém com amplitude significativamente menor (de 
aproximadamente 0,33 mVp-p). Isto é esperado, pois há perdas nos cabos e no acoplamento 
entre o meio de cultura e os eletrodos. Mesmo assim, os níveis captados são razoáveis para 
experimentos biológicos. Além disso, com base no sinal injetado no meio de cultura durante o 
teste de estimulação neste projeto, seria interessante somente aplicar potenciais negativos, 
pois, caso contrário, a vida útil das MEAs será muito pequena. Além disso, melhorias podem 
ser empregadas para que seja possível obter sinais captados mais próximos dos sinais 
injetados. Conforme citado anteriormente, um fator que exerce uma contribuição significativa 
são os cabos que conectam o soquete da MEA ao sistema externo de medição. Como solução 
a este impasse, uma alternativa possível consiste em utilizar cabos blindados, minimizando 
ruído e consequentemente torna o resultado registrado mais semelhante ao introduzido. 
Com relação ao teste de Voltametria Cíclica, somente um eletrodo de cada MEA foi 
testado. As curvas resultantes das MEAs 1 e 2 apresentaram formas semelhantes à curva da 
MEA da MCS, mas com densidade de corrente superior, com cerca de uma ordem de 
grandeza de diferença, e isto foi confirmado com valores de Capacidade de Armazenamento 
de Carga (CAC) calculados. A Tabela 5 mostra os principais resultados obtidos e resume os 
dados de CAC para eletrodos de TiN encontrados na literatura. 
Cogan [69] analisou diversos materiais de eletrodos. Dentro do grupo dos materiais que 
se comportam por mecanismo faradaico, o maior limite de injeção de carga foi encontrado 
para o óxido de irídio ativado, com amplitude entre 1 e 5 mC.cm-2, enquanto platina e ligas de 
platina – irídio e óxido de irídio térmico exibiram valores de 0,05 – 0,15 mC.cm-2 e 
aproximadamente 1 mC.cm-2, respectivamente. Já para materiais capacitivos, o melhor 
resultado foi para o nitreto de titânio, com limite de injeção de carga de ~1mC.cm-2, com uma 
janela de potencial segura de -0,9V a +0,9V. Contudo, de acordo com Zhou e Greenberg 
[188], o limite de injeção de carga para o TiN foi muito superior. Os valores encontrados 
foram variaram de 2,2 – 3,5mC.cm-2, com uma janela de potencial de -1V a +1,2V.Embora o 




CACc foi de 0,25 mC.cm-2. Os valores calculados por Weiland et. al. [186] e Aryan et. 
al.[189] foram de 0,55 mC.cm-2, com um janela de potencial de -0,6V a +0,8V, e 0,2mC.cm-2, 
com um janela de potencial de -1V a +1V, respectivamente.Considerando os parâmetros 
obtidos na literatura, os valores de CACc para a MEA 1, MEA 2 e MEA – MCS foram 
encontrados, a partir das curvas de voltametria cíclica dos eletrodos fabricados neste projeto. 
As MEAs 1 e 2 exibiram 0,63 mC.cm-2 e 0,64 mC.cm-2, enquanto a MEA comercial, 0,05 
mC.cm-2, com uma janela de potencial de -1V a +1V. 
Além disso, foi observada uma região de platô em todos os eletrodos de TiN medidos 
na fase de varredura catódica, embora na MEA 2 seja menor (variação de cerca de -0,65V a 
0,65V para a MEA 1, -0,66V a 0,66V para a MEA 2 e -0,61V a 0,69V para a MEA – MCS). 
 
Tabela 5: Resultados do teste de voltametria cíclica: Capacidade de Armazenamento de Carga Catódica 
Capacidade de Armazenamento 
de Carga (mC.cm-²) 
Janela de potencial (volts) Autores 
0,25mC.cm-2 -0,9V a +0,9V Cogan [69] 
0,55mC.cm-2 -0,6V a +0,8V Weiland et. al. [186] 
0,2mC.cm-2 -1V a +1V Aryan et. al. [189] 
0,63 mC.cm-2 -1V a +1V Este trabalho – MEA 1 
0,64 mC.cm-2 -1V a +1V Este trabalho – MEA 2 
0,05 mC.cm-2 -1V a +1V Este trabalho – MEA-MCS 
 
Consequentemente, os valores obtidos para as MEAs produzidas neste projeto estão 
dentro da faixa esperada e são superiores aos encontrados nos estudos citados. Além disso, 
observa-se uma região de platô em todos os eletrodos de TiN medidos na fase de varredura 
catódica, embora na MEA 2 seja menor.  Este comportamento aparece pois há absorção de 
hidrogênio antes de ocorrer a sua liberação, o que é similar a da reação catódica em eletrodos 
de platina. Na região após este intervalo nota-se um aumento da corrente catódica, e isto se 
deve à evolução do gás hidrogênio [188]. 
Por fim, o teste de Espectroscopia de Impedância mostrou que os resultados dos 
eletrodos que funcionam estão muito próximos àqueles encontrados para a Espectroscopia de 
Impedância na MEA da MCS, uma vez que as MEAs 1 e 2 apresentaram impedância a 1kHz 
de ~41kΩ e ~142 kΩ, respectivamente. Além dos eletrodos já citados, na MEA1, mais um 
eletrodo (número 67) exibiu uma excelente resposta. A pesquisa de Janders et. al. [194] 




irídio (depositado por Sputtering) com área de 80µm², cujos valores foram 150kΩ, 2900kΩ e 
100-750kΩ, respectivamente. Com isso, os autores afirmam que o TiN foi superior ao IrOx 
tanto com relação às propriedades mecânicas quanto elétricas, assim como possui alto limite 
de injeção de carga seguro e baixa impedância apesar de menor capacidade de carga, 
comparando-se com o irídio. Consequentemente, este material é bastante adequado para 
estimulação extracelular e registro de atividade neural. 
Consequentemente, houve sucesso tanto no desenvolvimento da máscara e das etapas 
de processo de microlitografia quanto na implementação e teste das MEAs com 
microeletrodos funcionais. Considerando os eletrodos que funcionaram, os resultados estão 
muito próximos àqueles encontrados para a espectroscopia de impedância na MEA da MCS, a 
qual apresenta valores de impedância no intervalo de 30 – 400 kΩ. 
A Tabela 6 sintetiza os principais resultados obtidos citados anteriormente para a 
MEA 1, MEA 2 e MEA comercial padrão da MultiChannel Systems. 
 
Tabela 6: Resultados obtidos após realização dos testes para caracterização das MEAs fabricadas e MEA padrão 
da MultiChannel Systems 
  Dispositivos testados 













5 eletrodos (15, 
16, 25, 34 e 66), 









6 eletrodos (15, 16, 25, 65, 73 e 74) com 
bons resultados, compatível com MCS, da 
ordem de 10µVp-p 
Os 5 eletrodos 
testados exibiram 











6 eletrodos (15, 16, 25, 65, 73 e 74) - - 
Sinal 
injetado 
Sinal que simula um ECG (0,5 mVp-p de 












  Dispositivos testados 






Sinal muito próximo do aplicado, 
porém com amplitude 














Curva similar à curva da MCS, mas 
com densidade de corrente superior, 
com cerca de uma ordem de 
grandeza de diferença. CACc foi de 
0,63mC.cm-2 
Curva similar à curva 
da MCS, com 
densidade de corrente 
superior. CACc igual 
























Eletrodos que funcionam estão 
muito próximos àqueles 
encontrados para a Espectroscopia 
de Impedância na MEA da MCS, 





para a Espectroscopia 
de Impedância na 
MEA da MCS, com 





de 30 a 
400kΩ 
 
 Como objetivo futuro, em função de todos os resultados obtidos e visando a produção 
de novas MEAs com mais eletrodos funcionais e com níveis de sinais medidos mais próximos 
do ideal, as seguintes melhorias podem ser feitas na produção da MEA. Primeiro, o uso da 
máscara que permite a deposição de diferentes materiais na região dos eletrodos, para o 
estudo de diferentes interfaces eletrodo – meio biológico e o teste de biocompatibilidade dos 
mesmos, além da possibilidade de funcionalização desta área para detecção de produtos de 
reações neuronais.  
Além disso, considerando que sempre há a possibilidade de formação de pin holes na 
camada isolante, o que resultaria na captação de sinais não advindos da área sensível da MEA 
(eletrodos/sensores), o estudo de um filme passivador mais eficiente torna-se interessante. 




ser suficiente. Neste caso, o estudo de materiais transparentes e capazes de formar barreiras 
mais eficientes, como o Si3N4, já foi iniciado neste mestrado. 
Caso a aplicação não necessite de transparência, como no caso de testes in vivo, outra 
possibilidade é utilizar as máscaras produzidas nesta dissertação para fabricação de novas 
MEAs com diferentes materiais e substrato de silício.  
Por fim, considerando que as matrizes com eletrodos planares não são capazes de captar 
potenciais sinápticos (devido ao acumulo, na interface do eletrodo, de produtos de reações 
eletroquímicas indesejáveis), embora possuam diversas vantagens com relação aos métodos 
tradicionais (como medição não invasiva, em vários locais, por um longo período), diferentes 
formas de eletrodos podem ser projetadas. Dentre elas, estão as estruturas tridimensionais, 
como eletrodos pontiagudos, nanopilares, e em forma de cogumelo, além da possibilidade de 
utilização de materiais rugosos, que são interessantes por exibir maior área de contato com o 
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